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1. Einleitung
Ga¨be ich einen Augenblick nicht acht,
verga¨ße ich (. . . ) zu atmen.
(Giraudoux 1939)
1.1. Das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom
1.1.1. Von Wassernymphen und Seegeistern
Abbildung 1.1.: J. W. Waterhouse – A Mermaid,
1900, www.suite101.com
In seinem Liber de Nymphis, sylphis, pygmaeis
et salamandris beschreibt der Arzt, Alchemist,
Mystiker und Philosoph Paracelsus, im 16. Jahr-
hundert, das Wesen der Wassergeister. Ausfu¨hr-
lich geht er darauf ein, wie Wassernymphen und
Seegeister, durch die Liebe eines Menschen, ei-
ne eigene Seele erhalten und selbst menschlich
werden ko¨nnen. Paracelsus ha¨lt diese Verbin-
dungen fu¨r mo¨glich, warnt seine Leser jedoch
vor den Gefahren solcher Beziehungen. La¨sst
die Liebe des Menschen zur Nymphe nach und
wird er ihr untreu, so ist sie durch u¨bergeord-
nete, alte Gesetze gezwungen und berechtigt,
ihn zu to¨ten. In seiner Vero¨ffentlichung gibt Pa-
racelsus den von ihm beschriebenen Nymphen
den Namen Undine.
”
Manch einem Fischer ward es schon so gut, ein
zartes Wasserweib zu belauschen, wie sie u¨ber
die Fluten hervorstieg und sang. Der erza¨hlte
dann von ihrer Scho¨ne weiter, und solche wun-
dersame Frauen werden von den Menschen Undinen genannt. Aber sie haben keine Seele. Sie sind
verspielt, selbstsu¨chtig, wankelmu¨tig, kaprizio¨s, albern und unberechenbar.“ (Paracelsus 1581).
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1.1 Das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom
In der mittelalterlichen Sagenwelt wird dieses Motiv mehrfach aufgegriffen (Otto 2001).
Es verliebt sich die Meerjungfrau Undine in einen jungen Ritter. Romantisch widmet dieser jeden
seiner wachen Atemzu¨ge der Geliebten. Das Glu¨ck ist vollkommen, bis der Ritter der Nixe untreu
wird und sich einer andern Frau zuwendet. Tief verletzt nimmt die Nixe ihm die unbewussten
Atemzu¨ge des Schlafes. Im Wachen bleibt der Fluch unbemerkt. Der Ritter kann bewusst an
das Atmen denken und sich am Leben erhalten. Der Tod ereilt ihn, sobald er von Mu¨digkeit
u¨bermannt einschla¨ft, er erstickt im Schlaf. Im fru¨hen 19. Jahrhundert wird, in der Erza¨hlung von
Friedrich Baron de la Motte–Fouque´, die Atmung des untreuen Ritters durch einen Kuss der Nixe
im Schlafgemach unterbunden (de la Motte Fouque´ 1811).
”
Und ihre Schleier schlug sie zuru¨ck, und himmlisch scho¨n la¨chelte ihr holdes Antlitz daraus hervor.
Bebend vor Liebe und Todesna¨he neigte sich der Ritter ihr entgegen, sie ku¨ßte ihn mit einem
himmlischen Kusse, aber sie ließ ihn nicht mehr los, ( . . . ) bis ihm endlich der Atem entging und er
aus den scho¨nen Armen als ein Leichnam sanft auf die Kissen des Ruhebettes zuru¨cksank.”
1939 beschreibt Giraudoux in seinem Theaterstu¨ck das Leiden des Ritters Hans – fast schon
medizinisch genau – durch den vollsta¨ndigen Verlust der autonomen Steuerung der Ko¨rperfunktionen:
”
Hans ( . . . ) verabschiedet sich sehnsu¨chtig von Undine. Sie:
”
Versuche zu leben . . . Auch du wirst
vergessen.“ Darauf Hans verzweifelt:
”
Versuche zu leben! Das ist leicht gesagt. Wenn mir nur daran
la¨ge, noch zu atmen! Seit du fort bist, muß ich meinem Ko¨rper alles befehlen, was er bisher von
selbst tat. Ich kann nur sehen, wenn ich die Augen darum bitte. ( . . . ) Fu¨nf Sinne habe ich ihre
Pflicht zu lehren, und dreißig Muskeln, und alle meine Knochen. Ga¨be ich einen Augenblick nicht
acht, verga¨ße ich zu ho¨ren, zu atmen. . . ” (Giraudoux 1939).
Der amerikanische Arzt J. Severinghaus wird 1662, durch den Besuch des neu aufgelegten Thea-
terstu¨cks von Giraudoux, an einen seiner Patienten erinnert, der an einer Beeintra¨chtigung der
autonomen Atmungskontrolle leidet. Bei der Vorstellung des Falles auf einem Kongress, vergleicht
Severinghaus die Symptomatik des Patienten mit dem Fluch der Undine (Severinghaus JW 1962).
In Anlehnung an die Literatur etabliert sich nun in der medizinischen Terminologie, nicht ganz
korrekt, aber doch gebra¨uchlich, die Bezeichnung Undines Fluch (Ondine´s curse) fu¨r den Ausfall
der autonomen Atmungskontrolle. Die Ursache der Symptomatik wird durch den Begriff nicht
differenziert (Karenberg 2005).
Abzugrenzen ist das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom vom erworbenen zentralen
Hypoventilationssyndrom. Auch hier fehlt den Patienten die automatische Atmungskontrolle im
Schlaf, die bewusste Atmungssteuerung bleibt erhalten. Ursache dieser, fru¨her ebenfalls als Undine–
Syndrom bezeichneten Erkrankung, kann eine erworbene Hirnstammla¨sion sein, die z. B. nach
Verletzungen, im Rahmen von Infektionen oder als schwere Komplikation neurochirurgischer
Eingriffe im Hirnstammbereich, berichtet wird (Mullan & Hosobuchi 1968).
Da in der gesamten Ursprungs–Literatur genaugenommen kein einziger
”
Fluch“ der Undine vorkommt
(Nannapaneni et al. 2005), sondern sich das ganze Leid auf u¨bergeordnete, alte Regeln oder schwer
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ausgepra¨gten Liebeskummer bezieht, benennen wir das Krankheitsbild, im Rahmen dieser Arbeit,
als
”
Undine–Syndrom“ oder, um auch die Ursache der Symptome eindeutig zu differenzieren, mit
seinem wissenschaftlichen Namen
”
kongenitales zentrales Hypoventilationssyndrom“.
Das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom (CCHS) fu¨hrt zur Sto¨rung der autonomen
Atemregulation. Analog zum Undine Mythos kommt es bei vielen betroffenen Kindern, vor allem im
Schlaf, zur lebensbedrohlichen alveola¨ren Hypoventilation, die in den meisten Fa¨llen eine na¨chtliche
Beatmung erforderlich macht. In vielen Fa¨llen reicht im Wachzustand das Atemvolumen zur
Sicherstellung einer ausreichenden Oxigenierung aus. Ha¨ufig atmen betroffene Kinder jedoch auch
im Wachen oberfla¨chlich, und mu¨ssen tiefe Atemzu¨ge oder eine Erho¨hung der Atemfrequenz bei
Anstrengung bewusst durchfu¨hren (Weese-Mayer et al. 1992).
1.1.2. Inzidenz/Pra¨valenz
Zur Inzidenz des CCHS finden sich in der Literatur verschiedene Angaben. Im Rahmen einer Studie
wurde die Inzidenz fu¨r Deutschland fu¨r die Jahre 1992 und 1993 erstmals errechnet (Scho¨ber et al.
1994). Sie betra¨gt zu diesem Zeitpunkt 1:180.000 Geburten, das bedeutet, dass innerhalb eines
Jahres in Deutschland ungefa¨hr vier Kinder mit CCHS geboren werden. In franzo¨sischen Vero¨ffent-
lichungen wird eine Inzidenz von bis zu 1:50.000 genannt (Gaultier 2002). In hochindustrialisierten
La¨ndern ist die Pra¨valenz der Erkrankung, aufgrund der besseren intensivmedizinischen Versor-
gungslage und der diagnostischen Mo¨glichkeiten, ho¨her. Die Geschlechterverteilung ist ausgeglichen.
Nach den Angaben der Selbsthilfegruppe Undine–Syndrom gibt es in Deutschland derzeit ungefa¨hr
100 betroffene Kinder (Cseke 2008).
1.1.3. Klinisches Bild
Um 1960 erscheinen in der Literatur erste Vero¨ffentlichungen, in denen das Symptom der angebore-
nen na¨chtlichen Hypoventilation mit einer zentralen Sto¨rung der Atemkontrolle in Zusammenhang
gebracht wird. In einer systematischen Literaturanalyse beschreiben Mellins et al. 1970 das Krank-
heitsbild (Mellins et al. 1970).
Grundlegend kommt es im Rahmen des CCHS zu einer Dysfunktion des autonomen Nervensys-
tems, mit Vera¨nderungen bzw. Einschra¨nkungen in der Funktion und Reizweitergabe verschiedener
Chemorezeptoren. Unter anderem sind die CO2 erkennenden Chemorezeptoren von der Erkran-
kung betroffen. Hieraus erkla¨rt sich das klinische Bild der zentralen Atemsto¨rung mit alveola¨rer
Hypoventilation in verschiedenen Auspra¨gungen (Guilleminault et al. 1981, Weese-Mayer et al.
2003).
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1.2 Klassisches kongenitales zentrales Hypoventilationssyndrom – Undine–Syndrom
1.2. Klassisches kongenitales zentrales Hypoventilationssyndrom –
Undine–Syndrom
1.2.1. Prima¨radaptation des Neugeborenen mit CCHS
Die meisten Kinder werden termingerecht, nach unauffa¨lliger Schwangerschaft geboren. Fru¨hgeburt-
lichkeit, silentes CTG oder Polyhydramnion werden als Schwangerschaftskomplikationen berichtet,
stellen jedoch keine Regel dar.
Direkt postpartal kann es zu den ersten Auffa¨lligkeiten kommen. Das Kind ist oder wird zyanotisch
und muss zum Aufrechterhalten der Atmung rezidivierend stimuliert werden. Die Verlegung auf
eine Neugeborenenintensivstation und der Beginn einer trachealen oder nasalen Beatmung sind
erforderlich (Gaultier 2002).
Diese Probleme treten jedoch nicht zwingend auf, in seltenen Fa¨llen verlaufen die Prima¨radaptation
und Neugeborenenzeit unauffa¨llig (Weese-Mayer et al. 1992).
1.2.2. Alveola¨re Hypoventilation im Schlaf
Vom Undine–Syndrom betroffene Kinder fallen, meist direkt in der Neugeborenenperiode, durch
Hypoventilation und Zyanose wa¨hrend des Schlafes auf, die nicht durch organische Fehlbildungen,
Stoffwechseldefekte, neuromuskula¨re Erkrankungen oder Unreife zu erkla¨ren sind (ATS 1999).
Die Abnahme der Atemfrequenz und Atemzugstiefe fu¨hren zur alveola¨ren Hypoventilation. Ein
Abfall der Sauerstoffsa¨ttigung und Anstieg der pCO2–Werte im Blut sind die Folge. Es besteht
eine fehlende oder deutlich verminderte Reaktion der Kinder auf Hyperkapnie. Die im Rahmen
einer Hyperkapnie zu erwartenden klinischen Zeichen einer Atemnot (Erho¨hung der Atemfrequenz,
Zunahme des Atemzugvolumens, Anstieg der Herzfrequenz, Unruhe, Erwachen) werden bei Kindern
mit Undine–Syndrom nicht oder nur schwach ausgepra¨gt beobachtet.
Die verminderte Reaktion auf Hyperkapnie macht, meist bereits in der Neugeborenenzeit, eine
mechanische Beatmung erforderlich (Gaultier 2002).
Die Symptomatik ist von den, z. B. bei Fru¨hgeborenen auftretenden, vollsta¨ndigen zentralen
Apnoen zu unterscheiden. Medikamento¨se Therapieversuche werden in der Literatur uneinheitlich
bewertet. Maitra et al. konnten in Therapieversuchen mit Methylxanthinen keine Besserung der
alveola¨ren Hypoventilation erreichen (Maitra et al. 2004). Trang et al. berichten hingegen von einer
signifikanten Reduktion na¨chtlicher pCO2–Werte unter Coffeintherapie (Trang, Dehan, Beaufils,
Zaccaria, Amiel & Gaultier 2005).
Das Ausmaß der alveola¨ren Hypoventilation ist bei den meisten Patienten vom Schlafstadium ab-
ha¨ngig. Im Stadium 3 und 4, den Non–REM Phasen des Tiefschlafes (Einteilung nach Rechtschaffen
& Kales 1968), ist die alveola¨re Hypoventilation am sta¨rksten ausgepra¨gt. Hierdurch unterscheiden
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sich Patienten mit CCHS deutlich von allen anderen hypoxie- und hyperkapnieassoziierten Krank-
heitsbildern im Schlaf. Bei diesen treten die Hypoxie- und Hyperkapnieereignisse insbesondere im
”
aktiven Schlaf“ den REM–Phasen auf (Huang et al. 2008). Schlaflaboruntersuchungen liefern hier
den wichtigen differentialdiagnostischen Hinweis (Fleming et al. 1980, Marcus 2001, Maitra et al.
2004).
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Abbildung 1.2.: Schlafstadienverlauf nach Rechtschaffen & Kales 1968
Hyperkapniephasen bei CCHS treten vor allem in den tiefen Schlafstadien (III–IV) auf. Bei allen
u¨brigen hyperkapnieassoziierten Krankheitsbildern des Schlafs, kommt es vor allem im
”
aktiven
Schlaf” und den niedrigeren Schlafstadien (I–II) zu Symptomen.
1.2.3. Ventilation im Wachzustand
Bei Patienten mit einer schweren Auspra¨gung des CCHS kann eine kontinuierliche Abha¨ngig-
keit von einer mechanischen Atemhilfe bestehen, dies ist nach den Ergebnissen der aktuellsten
Multicenterstudie bei etwa 10 % der Patienten der Fall (Vanderlaan et al. 2004).
Kinder, mit milderer Auspra¨gung des Syndroms, erreichen im Wachzustand ausreichende Tidal-
volumina und Atemfrequenzen, sie beno¨tigen somit im Wachen u¨ber lange Zeit keine Atemhilfe.
Typischerweise entwickelt sich die Fa¨higkeit zum Aufrechterhalten der respiratorischen Homo¨ostase,
auch bei diesen Patienten, erst im Verlauf der ersten Lebensmonate. Retrospektiv beno¨tigten 2/3
der milder betroffenen Kinder, in den ersten sechs Lebensmonaten bis zum Alter von einem Jahr,
auch in Wachphasen, eine mechanische Atemhilfe (Shea et al. 1993). Eine Sonderstellung nehmen
Zeiten mit Infekten der oberen Luftwege ein. Im Rahmen eines derartigen Infektes kann sich, auch
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bei einem ansonsten ohne Atemhilfe atmenden Kind, eine Beatmungsabha¨ngigkeit entwickeln, oder
sich eine bestehende Beatmungspflichtigkeit verschlechtern.
Trotz ausreichender Tidalvolumina besteht jedoch, auch nach Erreichen des Kleinkindalters, im
Wachen bei den Patienten keine angemessene Reaktion auf Hyperkapnie oder Hypoxie. Unter
ko¨rperlicher Anstrengung reagieren die Kinder nicht mit einer vertieften und beschleunigten Atmung,
und mu¨ssen von Betreuern hierzu angehalten werden (Weese-Mayer et al. 1992).
Besonders deutlich werden die Auswirkungen dieses Defizits in dem durch Windisch 2004 vero¨f-
fentlichten Fallbericht. Beschrieben wird ein 22–ja¨hriger Patient mit, bis zu diesem Alter, nicht
diagnostizierten und deshalb untherapierten CCHS. In der Kindheit fiel dieser Junge vor allem im
Schwimmbad auf. Er konnte deutlich la¨nger tauchen, als andere Kinder. Beim Auftauchen, zu dem
er manchmal durch Dritten gezwungen werden musste, zeigte er bereits eine schwere Zyanose,
aber keine Dyspnoe oder sonstige Atemnot (Windisch et al. 2004).
Diese fehlende Reaktion auf Hyperkapnie und Hypoxie macht es im Alltag erforderlich, dass betrof-
fene Kinder, von Eltern und Pflegepersonen, dazu angehalten werden mu¨ssen situationsangemessen,
tiefer oder schneller zu atmen. Fu¨r a¨ltere Kinder und erwachsene Patienten mit CCHS stellt die
Atmung lebenslang, auch in Wachphasen, einen bewussten und Aufmerksamkeit fordernden Prozess
dar (Vanderlaan et al. 2004).
1.3. Late–Onset zentrales Hypoventilationssyndrom
In den meisten Fa¨llen manifestiert sich das zentrale Hypoventilationssyndrom direkt bei Geburt
oder in den ersten Lebenstagen. In seltenen Fa¨llen werden Patienten jedoch erst im Laufe der
Kindheit oder als Erwachsene, durch die Entwicklung einer Pulmonalen Hypertension oder durch
eine bleibende respiratorische Insuffizienz nach einem Infekt, symptomatisch (Antic et al. 2006).
Die Krankheitsgruppe des Late–Onset Undine–Syndroms (LO–CCHS) ist heterogen, ein
”
spa¨tes
Erkennen“ muss von einem tatsa¨chlichen
”
spa¨ten Auftreten“ differenziert werden.
Bislang ist noch nicht gekla¨rt, ob die
”
Late–Onset“ Fa¨lle auf die gleichen pathophysiologischen
Grundlagen, wie die fru¨h symptomatisch werdenden Fa¨lle, zuru¨ckgefu¨hrt werden ko¨nnen, jedoch
mehren sich die Anzeichen auf eine a¨hnliche Grundlage (Trang et al. 2004, Repetto et al. 2009).
In Einzelfa¨llen wird das Auftreten eines LO–CCHS auch nach einer schweren Infektion (z. B.
Meningitis) berichtet (Tirupathi et al. 2008).
1.4. Komplikationen der alveola¨ren Hypoventilation
Wird ein bestehendes Hypoventilationssyndrom nicht bereits in der fru¨hesten Kindheit diagnostiziert,
kommt es, zusa¨tzlich zur grundlegenden Symptomatik, zu sekunda¨ren Komplikationen. Als Folge
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der chronischen Hypoxie und Hyperkapnie besteht eine besta¨ndige Erho¨hung des pulmonalen
Widerstandes (Euler–Liljestrand–Reflex). Die Kinder entwickeln ein Cor Pulmonale mit Belas-
tung des rechten Herzens und letztendlich Zeichen der Rechtsherzinsuffizienz (O¨deme, kardiale
Stauungszeichen, Anstieg der Leberwerte, Aszites) (Fine-Goulden et al. 2009).
In einigen Vero¨ffentlichungen werden der plo¨tzliche Kindstod (SIDS) und der knapp vermiedene
Kindstod (ALTE–Ereignisse) mit undiagnostizierten CCHS Fa¨llen in Verbindung gebracht (Gronli
et al. 2008, Weese-Mayer et al. 1993, 2008).
Durch die rezidivierenden Hypoxien, im Rahmen des untherapierten CCHS, kommt es zu einer
Beeintra¨chtigung der mentalen Entwicklung des Kindes in verschiedenem Ausmaß. Bei fru¨hzeitiger
Therapie ko¨nnen kognitive Einschra¨nkungen durch Hypoxieepisoden vermieden und eine alters-
entsprechende Entwicklung erzielt werden. Die meisten Kinder mit CCHS besuchen eine normale
Regelschule, haben bereits einen Beruf erlernt und ggf. eine Familie gegru¨ndet (Marcus et al. 1991,
Silvestri et al. 2002, Maitra et al. 2004, Zelko et al. 2010).
1.5. Assoziierte Symptome
Die alveola¨re Hypoventilation im Schlaf ist das prima¨re und krankheitsdefinierende Symptom des
kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms. Seit langem werden jedoch enge Assoziationen
mit dem Auftreten weiterer Dysfunktionen des autonomen Nervensystems berichtet (Mellins et al.
1970, Haddad et al. 1978).
1.5.1. Gastrointestinaltrakt
1.5.1.1. Haddad–Syndrom: Megacolon congenitum (Morbus Hirschsprung) und CCHS
Der solita¨re Morbus Hirschsprung tritt mit einer Ha¨ufigkeit von 1:5.000 Lebendgeborenen auf,
Jungen sind viermal ha¨ufiger betroffen als Ma¨dchen (Croaker et al. 1998).
Bei dieser Erkrankung besteht eine streckenweise Aganglionose des Dickdarmes. Durch das Feh-
len von Ganglienzellen des Plexus submukosus bzw. myentericus kommt es zur Hyperplasie der
vorgeschalteten Neuronen und hierdurch zu einer vermehrten Acetylcolinfreisetzung. Das agan-
gliona¨re Segment ist kontrahiert und behindert die Stuhlpassage. Die Kotstauung oberhalb dieses
Abschnittes fu¨hrt zum Symptom des Megakolons.
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(a) Colon–Kontrasteinlauf (b) klinisches Bild
Abbildung 1.3.: M. Hirschsprung
Betroffene Kinder zeigen bereits im Sa¨uglingsalter schwere Obstipationszusta¨nde mit Auftreibung
des Bauches, evtl. besteht ein mechanischer Ileus. Bei der ko¨rperlichen Untersuchung sind ein enger
Analkanal und eine leere Ampulla recti diagnostisch richtungsweisend (Rohrer et al. 2002).
Die Diagnose wird radiologisch und durch Biopsien gestellt, neben dem Fehlen der Ganglien
kann, durch histochemische Verfahren, im Biopsat die Erho¨hung der Acetylcholinkonzentration
nachgewiesen werden.
Die Assoziation mit einem Morbus Hirschsprung, wird bei ca. 16 % der vom Undine–Syndrom
betroffenen Patienten beobachtet. Dies sind 1,5 % aller M. Hirschsprung Fa¨lle. Haddad beschreibt
1978 erstmals das wiederholte gemeinsame Auftreten der beiden seltenen Erkrankungen, in der
Literatur etabliert sich in Folge die Bezeichnung
”
Haddad–Syndrom” (Haddad et al. 1978). Im
Rahmen des kongenitalen zentralen Hypoventilantionssyndroms tritt der Morbus Hirschsprung mit
einer ausgeglichenen Geschlechterverteilung auf. Die Aganglionose ist deutlich schwerer ausgepra¨gt,
in 59 % der Fa¨lle besteht eine totale Aganglionose des gesamten Colons mit Beteiligung der distalen
Abschnitte des Du¨nndarms.
Croaker stellt dies in seiner Vero¨ffentlichung anschaulich dar (Croaker et al. 1998).
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Abbildung 1.4.: Lokalisation der agangliona¨ren Segmente bei Patienten mit M. Hirschsprung modifiziert
nach Croaker et al. 1998
Interessanterweise ist das Auftreten eines Morbus Hirschsprung im Rahmen eines CCHS mit einer
schwereren Auspra¨gung der respiratorischen Komponente der Erkrankung assoziiert. Bei Patienten,
die 24 Stunden beatmungspflichtig sind, weisen 25 % einen Morbus Hirschsprung auf, ist eine
Beatmung nur im Schlaf erforderlich, sind es ca. 15 % (Vanderlaan et al. 2004, Holzinger et al.
2005, Ou-Yang et al. 2007). Dieser Zusammenhang wird an spa¨terer Stelle erla¨utert werden.
1.5.1.2. Weitere gastrointestinale Symptome
Neben der Assoziation mit M. Hirschsprung treten bei CCHS Patienten weitere gastrointestinale
Beschwerden auf. 17,9 % der Patienten weisen einen gastroo¨sophagealen Reflux auf, rezidivierendes
Erbrechen, Diarrhoe oder Obstipationen werden geha¨uft berichtet (Weese-Mayer et al. 2001).
1.5.2. Kardiovaskula¨re Symptome
Die Folgen eines unbehandelten oder nicht ausreichend therapierten CCHS wurden bereits beschrie-
ben. Das Entstehen eines Cor Pulmonale ist eine Folge der persitierenden alveola¨ren Hypoventilation.
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Außer dieser Folgeerscheinung gibt es jedoch auch kardiovaskula¨re Symptome, die unabha¨ngig von
Therapie und Diagnosezeitpunkt bei CCHS Patienten beobachtet werden.
1.5.2.1. Reduzierte Herzfrequenzvariabilita¨t
Zusa¨tzlich zum Reizbildungssystem des Herzens ist auch das autonome Nervensystem an der
Herzfrequenzsteuerung beteiligt. Der Herzrhythmus unterliegt besta¨ndigen, autonomen Regulati-
onsmechanismen.
Durch Absenkung des Blutdrucks kommt es bei gesunden Personen zu einem, u¨ber Barorezeptoren
im Aortenbogen und Carotiden vermittelten, Anstieg der Herzfrequenz. Bei CCHS Patienten
fa¨llt diese Reflexantwort reduziert aus, nur 1/3 der normalen Reflexantwort wird erreicht. Durch
den inada¨quaten Anstieg der Herzfrequenz kommt es, bei ca. 23 % der CCHS Patienten, zum
rezidivierenden Auftreten vasovagaler Synkopen (van de Borne 2005, Silvestri et al. 1995).
1.5.2.2. Herzrhythmussto¨rungen
Sinusbradykardien und -arrythmien werden bei Kindern mit Undine–Syndrom u¨berproportional
ha¨ufig beobachtet. Durch Auswertungen von Langzeit EKG–Ableitungen konnte zeitweise eine
signifikante Verla¨ngerung des R–R Abstandes nachgewiesen werden. Maximale Pausen von bis zu
15 Sekunden sind aufgetreten. Zusa¨tzlich konnte eine Zunahme des R–R Abstandes mit dem Alter
der Kinder beobachtet werden (Gronli et al. 2008).
In Ana¨sthesieprotokollen la¨sst sich eine Veranlagung der Undine–Patienten zu Asystolien und
Sinusbradykardien unter Narkosebedingungen feststellen. Narkotika und Sedativa mit Einflu¨ssen
auf die Ha¨modynamik (z. B. Propofol®) sollten bei diesen Patienten vermieden werden (Strauser
et al. 1999).
In neueren Vero¨ffentlichungen wird inzwischen die ja¨hrliche Durchfu¨hrung eines Langzeit–EKGs,
zur Feststellung von Sinusbradykardien, empfohlen, gegebenenfalls ist der Einsatz eines Herzschritt-
machers erforderlich, um dem plo¨tzlichen Herztod vorzubeugen. Insbesondere in Infektzeiten muss
auf die Neigung zu Bradykardien geachtet werden (Trang, Girard, Laude & Elghozi 2005, Diedrich
et al. 2007, Gronli et al. 2008).
1.5.3. Ophthalmologische Symptome
U¨ber 46 % der Undine–Patienten weisen ophthalmologische Probleme auf, die Dysfunktionen auto-
nomer Reflexbo¨gen widerspiegeln. Ha¨ufig ist eine reduzierte Reaktion der Pupillen auf Lichteinfall;
differierende Pupillengro¨ßen und Strabismus werden berichtet (Weese-Mayer et al. 2001).
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1.5.4. Neurologische Symptome
1.5.4.1. Sekunda¨rfolgen der Erkrankung
Zerebrale Krampfanfa¨lle treten bei Kindern mit dem Undine–Syndrom in ca. 41 % der Fa¨lle
auf. Da bei den Patienten nur in seltenen Fa¨llen eine zerebrale Missbildung vorliegt, ko¨nnen
die Krampfanfa¨lle bislang a¨tiologisch nicht zugeordnet werden. Die bei ca. 45 % der Patienten
bestehende Entwicklungsverzo¨gerung wird als Sekunda¨rfolge der Erkrankung eingestuft. Je fru¨her die
Diagnose gestellt wird und je weniger Hypoxieereignisse auftreten, desto besser ist die neurologische
Entwicklung der Patienten. Heute besuchen ca. 61 % der schulpflichtigen Kinder mit CCHS eine
Regelklasse (Vanderlaan et al. 2004).
1.5.4.2. Tumore des sympathischen Nervensystems
Tumore mit Ursprung in der Neuralleistenentwicklung (Neuroblastome, Ganglioneurome und
Ganglioneuroblastome) werden in der Literatur mehrfach mit dem CCHS assoziiert (Bachetti et al.
2010, Devriendt et al. 2000, Bourdeaut et al. 2005, Perri et al. 2005, McConville et al. 2006, Longo
et al. 2008). Vanderlaan untersuchte 2004 die medizinischen Verla¨ufe von 196 Patienten und fand
bei 5 % der Patienten Tumorentwicklungen (Vanderlaan et al. 2004). 2002 beschrieb Rohrer ein
500–fach ho¨heres Tumorrisiko bei CCHS Patienten (1:20–1:10) im Vergleich zur Normalbevo¨lkerung
(1:100.000). Ha¨ufig wird hier ein multifokales Auftreten der Tumore beobachtet (Trochet, O’Brien,
Gozal, Trang, Nordenskjo¨ld, Laudier, Svensson, Uhrig, Cole, Niemann, Munnich, Gaultier, Lyonnet
& Amiel 2005).
1.5.5. Zusammenfassung der in der Literatur beschriebenen, assoziierten
Symptome
% Gesamt
(n = 176)
% 24 h Beatmung
(n = 20)
Gastrointestinal
Obstipation (ohne M. Hirschsprung) 12 25
Dysphagie 37 Keine Angabe
M. Hirschsprung 16 25
Gastroo¨sophagealer Reflux 18 35
Fehlender Wu¨rgereiz 11 10
Kardial
Rhythmussto¨rungen 19 35
Synkopen 25 40
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% Gesamt
(n = 176)
% 24 h Beatmung
(n = 20)
Schwitzen/ku¨hle Extremita¨ten 43 65
Kein Fieber bei Infektion 22 30
Respiratorisch
Alveola¨re Hypoventilation 100 100
Ga¨hnen bei Anstrengung 20 40
Auffa¨llige Atemhaltefa¨higkeit 39 -
Ophthalmologisch
Ophthalmologische Symptome allg. 46 50
Anisocorie 19 15
Pathologische Lichtreaktion 19 25
Tra¨nensekretion pathologisch 29 30
Neurologisch
Tumor aus Neuralleistenzellen 5 5
Zerebrale Krampfanfa¨lle 42 70
Gesto¨rtes Tiefenempfinden 15 25
Entwicklungsverzo¨gerung 45 65
Lernsto¨rung (belegt durch Test) 30 40
Metabolisch
Hypoglyca¨mie 9 20
Fru¨hzeitige Puberta¨tsentwicklung 6 10
Wachstumshormon Defizit 2 0
Komplikationen
Cor pulmonale 17 20
Rezidivierende Pneumonie 41 60
Kieferorthopa¨dische Probleme 45 35
Tabelle 1.2.: Assoziierte Symptome, Tabelle modifiziert nach Vanderlaan et al. (2004)
1.6. Pathophysiologische Grundlagen des CCHS und seiner
assoziierten Symptome
1.6.1. CCHS ist eine Neurocristopathie
Das simultane Auftreten zweier seltener Krankheiten, wie des CCHS und des M. Hirschsprung,
und die beobachtete Assoziation dieser Krankheitskombination mit Tumoren des sympatischen
Nervensystems, bringen Hinweise auf die zugrundeliegende Pathophysiologie des CCHS (Poceta
et al. 1987).
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Die beim M. Hirschsprung betroffenen Ganglienzellen des Plexus myentericus und submukosus
entstammen der Neuralleiste. Auch die Tumore des sympatischen Nervensystems sind Derivate
der Neuralleistenentwicklung. Der Zusammenhang mit einer Fehlfunktion in der Migration und
Differenzierung der Neuralleistenzellen wird, aufgrund des gemeinsamen Auftretens, auch fu¨r das
kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom postuliert (Bolande 1997).
1.6.1.1. Die Entwicklung der Neuralleiste
In der Entwicklung des Embryos kommt es um den 25. Tag zum Zusammenschluss der Neuralplatte
und damit zur Bildung des Neuralrohrs. An den Verbindungsstellen differenziert sich die Neuralleiste.
Ihre Zellen beteiligen sich an der Bildung des peripheren Nervensystems, sie sind multipotent und
zeichnen sich durch eine hohe Migrationsfa¨higkeit aus.
A
B
1
3
2
(a) Faltung der Neuralplatte
3
5
4
2 1
(b) Bildung des Neuralrohrs
5
4
3
6
(c) Migration und Differenzie-
rung der Neuralleistenzellen
A: Neuralplatte, B: Neuralrinne
À Epiblast, Á Neuralrinne, Â Neuralleiste/wandernde Neuralleistenzellen,
Ã Neuroepithel, Ä Zentralkanal, Å Neuralrohr
Abbildung 1.5.: Entwicklung des Neuralrohres (Abbildung modifiziert nach www.embryology.ch)
Entsprechend ihres Ursprungs aus der kranialen, thorakalen, sakralen oder vagalen Neuralleiste,
verteilen sich die Zellen im Embryo und bilden eine Vielzahl verschiedener Gewebetypen (Dubreuil
et al. 2002, Huber et al. 2005).
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Abbildung 1.6.: Migration und Differenzierung der Neuralleistenzellen wa¨hrend der embryologischen Ent-
wicklung (Abbildung modifiziert nach Gaultier et al. 2005)
Die mit dem CCHS assoziierten Symptome spiegeln das gesamte Symptomspektrum wieder, das
mit einer Sto¨rung der Neuralleistenentwicklung, oder Behinderung der Migration der Neuralleisten-
zellen, einhergeht. Sie betreffen das gesamte autonome Nervensystem und somit auch fast alle
Organsysteme (Gaultier et al. 2005).
1.6.1.2. Neurocristopathien
Bolande definierte 1974 die Krankeitsgruppe der Neurocristopathien als Folgeerscheinungen einer
fru¨hen Sto¨rung der Migration der Neuralleistenzellen.
M. Hirschsprung, Neuroblastome, Pha¨ochromozytome, medulla¨re Schilddru¨senkarzinome und Neu-
rofibrome wurden, von diesem Zeitpunkt an, den Neurocristopathien zugeordnet. Aufgrund des
assoziierten Auftretens mit M. Hirschsprung, wird auch das kongenitale zentrale Hypoventilations-
syndrom zu den Neurocristopathien geza¨hlt (Bolande 1997). Die Entstehung der chromaffinen
Zellen der Carotisko¨rperchen aus der Neuralleiste unterstu¨tzt diese Zuordnung. Diese Zellen stellen
periphere Chemorezeptoren fu¨r die CO2–Homo¨ostase des Blutes dar. Eine Sto¨rung in der Entwick-
lung und Differenzierung dieser Zellen fu¨hrt zu einer Sto¨rung der Atmungskontrolle (Gaultier &
Gallego 2005).
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1.7. Pathophysiologische Grundlagen der alveola¨ren
Hypoventilation im Rahmen eines CCHS
1.7.1. Steuerung der Atmung – Rhythmogenese
Zur Ermo¨glichung des pulmonalen Gasaustausches ist eine periodische Belu¨ftung der Lungen,
durch Zwerchfell und Brustkorbbewegungen, erforderlich. Die unwillku¨rliche Atmung wird durch
mehrere Faktoren gesteuert. Die Periodik entsteht durch eine rhythmische neuronale Aktivita¨t
im respiratorischen Netzwerk der ventralen Medulla oblongata. Die zentralen chemosensiblen
Strukturen liegen benachbart im dorsalen Teil der Medulla oblongata (Nucleus tractus solitarius).
Hier bestehen Verknu¨pfungen mit afferenten Neuronen aus dem Herz–Kreislaufsystem (Klinke et al.
2005), auch der Grundtonus des autonomen Nervensystems geht in die Atmungssteuerung ein
(Sympathikotonus/Parasympatikotonus) (Viemari 2008).
Weitere Rezeptoren (z. B. Schmerz)
oder emotionale Stimuli wirken
über Hypothalamus
Großhirn
willkürliche Atmungskontrolle
Atemzentrum Medulla
und Pons (Rhythmogenese)
Nucleus
tractus
solitarius
Pulmonale
Dehnungsrezeptoren
Pulmonale
Reiz-Rezeptoren
Muskel- und
Gelenkrezeptoren
Zentrale Chemorezeptoren
Ventrale
Medulla oblongata
CO2 ↑, H+ ↑
Glomus
aorticus
Glomus
caroticus
Periphere
Chemorezeptoren
(N. glossopharyngeus
O2 ↓ CO2 ↑, H+ ↑
+
+
+
-
-
+
-
+
-
( ) = PHOX2B abha¨ngige Strukturen
Abbildung 1.7.: Einflussgro¨ßen auf die autonome Atmungskontrolle, modifiziert nach www.apsu.edu
1.7.2. Steuerung der Atmung – Chemische Atemregulation
Die chemische Atemregulation dient der Anpassung der Ventilation an die zellula¨ren Stoffwechselbe-
du¨rfnisse des Organismus, sie ermo¨glicht die Aufrechterhaltung der metabolischen Homo¨ostase. Die
Regelung erfolgt u¨ber arterielle Chemorezeptoren und chemosensible Strukturen im Hirnstamm. Die
15
1.8 Diagnosestellung
wichtigsten Regelgro¨ßen sind der CO2–Partialdruck (pCO2), der pH–Wert und der O2–Partialdruck
(pO2) im arteriellen Blut (Putnam et al. 2005, McCrimmon et al. 2008).
Periphere Chemorezeptoren sind an den Bifurkationen der Carotiden und am Aortenbogen gelegen
(Glomera carotica und Glomera aortica) und reagieren vorwiegend auf A¨nderungen des pO2 und des
pH–Wertes. Vera¨nderungen des pCO2 werden u¨ber zentrale Chemorezeptoren an der Oberfla¨che
des Hirnstammes detektiert. Die Weiterleitung der Informationen erfolgt u¨ber afferente Fasern
zum Nucleus tractus solitarius, hier findet die Verschaltung und Verarbeitung aller empfangenen
Afferenzen statt (McCrimmon et al. 2008, Klinke et al. 2005).
Typischerweise ist bei Patienten mit kongenitalem zentralem Hypoventilationssyndrom die Reaktion
auf Hyperkapnie deutlicher beeintra¨chtigt, als die Reaktion auf Hypoxie. Ein Abfall des pCO2 wird
durch zentrale medulla¨re Chemorezeptoren registriert, diese entstammen nicht der Neuralleiste,
sondern dem Neuralrohr und scheinen im Rahmen der Neurocristopathien intakt. Der grundlegende
Defekt des kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms ist demzufolge nicht nur in der
Reizaufnahme durch die Chemorezeptoren, sondern auch im Weitertransport und der Verarbeitung
der Informationen zu vermuten (van de Borne 2005, Gaultier & Gallego 2008, Spengler et al. 2001).
1.8. Diagnosestellung
Das Symptom der Hypoventilation beinhaltet eine Vielzahl mo¨glicher Differentialdiagnosen (Berry
& Sriram 2009).
1.8.1. Differentialdiagnosen der alveola¨ren Hypoventilation
Prima¨r
Kongenitales zentrales Hypoventilationssyndrom (Undine–Syndrom)
Late–Onset zentrales Hypoventilationssyndrom
Sekunda¨r
Hypoventilation des Adipo¨sen
Zentrale Hypoventilation mit Scha¨digungen des Hirnstammes
Arnold–Chiari Malformation Typ I oder II
Hydrozephalus
Achondroplasie mit Einengung des Foramen ovale
Hypoxisch–ischa¨mische Enzephalopathie
Trauma
Blutung
Tumor
Angeborene Fehlbildungen
Meningoenzephalitis
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Poliomyelitis
Zentrale Hypoventilation im Rahmen u¨bergeordneter neurologischer Syndrome
Autonome Neuropathien
Mitochondriopathien
Neurodegenerative Syndrome
Sonstige Ursachen
Medikamente/Drogen
Hyperthermie
Hypothyreose
Stoffwechselerkrankungen
Tabelle 1.4.: Differentialdiagnosen des CCHS, modifiziert nach Marcus (2001) Sleep–disordered Breathing
in Children
1.8.2. Definition des kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms
Persistierende alveola¨re Hypoventilation, u¨berwiegend im Schlaf, mit reduzierter oder fehlender
Reaktion auf Hyperkapnie, die nicht durch prima¨re organische Fehlbildungen oder neuromuskula¨re
Erkrankungen verursacht wird. Nach den Richtlinien der American Thoracic Society (ATS) stellt
das Undine–Syndrom eine Ausschlussdiagnose dar (ATS 1999).
1.8.3. Erforderliche Untersuchungen zur Diagnosestellung
Vor der Verfu¨gbarkeit einer genetischen Diagnostik war, zum Ausschluss zugrundeliegender Erkran-
kungen, nach den Empfehlungen der ATS, eine Reihe ausfu¨hrlicher, teils invasiver Untersuchungen
erforderlich, um die Diagnose eines kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms zu stellen.
 Ro¨ntgen Thorax mit Darstellung der Zwerchfellbeweglichkeit
 Bronchoskopie
 Hyperkapnietest
 EKG und Echokardiographie
 Langzeitblutdruckmessung
 Neurologische Untersuchung
 Muskelbiopsie
 MRT des Gehirns und des Hirnstammes
 Darmbiopsie bei abdomineller Symptomatik
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 Metabolische Untersuchungen in Urin und Blut (Carnitinspiegel, Fettstoffwechselsto¨rungen)
 Augena¨rztliche Untersuchung
 Polysomnographie (Atemkontrolle im REM und Non–REM Schlaf, pO2– und pCO2–
Messungen)
Die Seltenheit der Erkrankung und die vielen notwendigen Untersuchungen zur Stellung der
Ausschlussdiagnose
”
Undine–Syndrom“ fu¨hrten in der Vergangenheit ha¨ufig zu einer deutlichen
Verzo¨gerung der Diagnosestellung. Vor 1995 wurde die Diagnose im statistischen Mittel im Alter
von 3½ Monaten nach Beginn der Symptomatik gestellt.
Durch neue Erkenntnisse und Nachweis der genetischen Grundlage des CCHS, vergehen der-
zeit weniger als zwei Wochen zwischen dem Beginn der respiratorischen Symptomatik und der
Diagnosestellung (Trang, Dehan, Beaufils, Zaccaria, Amiel & Gaultier 2005).
1.9. Die genetische Grundlage des CCHS
1.9.1. Familia¨res Auftreten
Eine genetische Grundlage der Erkrankung wird schon fru¨h vermutet. In der Literatur finden
sich Fallberichte von familia¨rem Auftreten der Symptome, bei Zwillingen, Geschwistern und auch
Halbgeschwistern (Devriendt et al. 2000). In einer Fallkontrollstudie wird auch bei den Eltern von
CCHS Patienten eine Ha¨ufung autonomer Dysfunktionen beobachtet, die in der Kontrollgruppe
nicht bestehen (Fitze et al. 2003).
1.9.2. Kandidatengene
Gezielt erfolgt die Untersuchung an der Entwicklung der Neuralleiste beteiligter Gene.
 RET–Proto–Onkogen
 GDNF (Glial cell line–derived Neurotrophic Factor)
 Endothelin 3 Gen
 BDNF (Brain–derived Neurotrophic Factor)
 RNx–Gene
In diesen Gengruppen ko¨nnen bei CCHS Patienten vereinzelt Mutationen nachgewiesen werden,
eine signifikante Ha¨ufung wird nicht beobachtet (Bolk et al. 1996, Young et al. 1999, Gaultier &
Guilleminault 2001, Marazita et al. 2001, Weese-Mayer et al. 2002, Gaultier et al. 2003).
Aufgrund der ausgepra¨gten Beteiligung des autonomen Nervensystems (ANS) im Rahmen des
CCHS, gera¨t PHOX2B als Schlu¨sselgen fu¨r die ANS Entwicklung in den Fokus der Untersuchungen.
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2003 gelingt mehreren Arbeitsgruppen, fast zeitgleich, der Nachweis von heterozygoten Mutationen
im PHOX2B Gen bei CCHS Patienten (Amiel et al. 2003, Weese-Mayer et al. 2003, Matera et al.
2004).
1.9.3. Das PHOX2B Gen
PHOX2B geho¨rt zur Gruppe der Homeobox–Gene. Die Abku¨rzung entstammt der englischen
Bezeichnung
”
Paired–like homeobox gene”. Homeobox–Gene beinhalten typischerweise einen sehr
stabilen Genbereich, der aus 118 Basenpaaren besteht, in der Evolution nicht vera¨ndert wurde, und
fu¨r eine DNA bindende Proteinregion (Homeodoma¨ne) codiert. Homeobox–Gene sind Transkripti-
onsfaktoren mit besonderer Bedeutung wa¨hrend der embryologischen Entwicklung (Adachi et al.
2000, Pattyn et al. 1999).
Das Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 4 (4p13) in einer hochkonservierten, also im
Laufe der Evolution nur geringfu¨gig vera¨nderten, Genregion (Pattyn et al. 1997).
4p16
.2
4p15
.31
4p13
4q13
.3
4q21
.23
4q22
.3
4q26
4q28
.3
4q31
.23
4q32
.3
4q34
.3
4p15
.33
4p15
.1
4q13
.1
4q21
.21
4q22
.1
4q24
4q28
.1
4q31
.21
4q32
.1
4q34
.1
4q35
.2
Abbildung 1.8.: Lokalisation PHOX2B auf Chromosom 4 nach www.nature.com
Im Allgemeinen sprechen derartig hochkonservierte Genregionen fu¨r eine besondere Bedeutung der
hier kodierten Erbinformation. Individuen mit Vera¨nderungen in diesem Bereich sind evolutionsge-
netisch benachteiligt und ko¨nnen ihre Erbinformation nicht weitergeben, so dass diese Genregionen
auch u¨ber Jahrtausende der evolutiona¨ren Entwicklung nicht vera¨ndert wurden (Pattyn, Hirsch,
Goridis & Brunet 2000, Elworthy et al. 2005).
Die genetische Information des PHOX2B Gens ist auf drei Exons kodiert. Das Gen kodiert 314
Aminosa¨uren, hierunter ein konstanter Abschnitt mit 20 Alaninen am C–terminalen Ende des
Proteins (Polyalaninrepeat, PA–Repeat).
5´ 3´
1 2 3
PA-Repeat
Abbildung 1.9.: PHOX2B schematisch
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Aminosa¨uresequenz des Proteins mit Polyalaninrepeat (Markierung):
190         200         210         220         230      240
DDESKEAKST  DPDSTGGPGP  NPNPTPSCGA  NGGGGGGPSP  AGAPGAAGPG  GPGGEPGKGG
250         260         270         280         290      300
AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA GGLAAAGGPG  QGWAPGPGPI  TSIPDSLGGP  FASVLSSLQR
310         320         330         340         350      360
PNGAKAALVK  SSMF*.....  ..........  ..........  ..........  ..........
Abbildung 1.10.: Aminosa¨uresequenz PHOX2B Exon 3 mit PA–Repeat (Markierung) bestehend aus 20
Alaninen (Wildtyp)
Dieser Polyalaninrepeat ist auf Exon 3 des PHOX2B Gens kodiert (Weese-Mayer et al. 2003).
PHOX2B kodiert fu¨r einen Transkriptionsfaktor. Transkriptionsfaktoren formen Oligomere, die in
der Lage sind direkt an DNS zu binden, und damit die Transkription der nachfolgenden Gene zu
regulieren (Aktivierungskaskaden).
Dem durch PHOX2B kodierten Transkriptionsfaktor wurde, in der fru¨hen embryologischen Ent-
wicklung des peripheren und autonomen Nervensystems, eine große Rolle nachgewiesen (Pattyn
et al. 1999, Feldman et al. 2003).
1.9.4. PHOX2B Funktion und Bedeutung
1.9.4.1. PHOX2B steuert den Neuronalen Zellzyklus
In der Entwicklung der Wirbeltiere entstammen periphere Neuronen der Neuralleiste. Aus die-
sen Neuralleistenzellen entstehen eine Vielzahl verschiedener Zelltypen. Anfangs teilen sich die
Neuralleistenzellen mitotisch in jeweils wieder identische Zellen (Poceta et al. 1987, Pattyn et al.
1999).
Neuronale Vorstufen entstehen und verteilen sich im sich entwickelnden Embryo. Zu einem be-
stimmten Zeitpunkt endet die mitotische Teilung, die Zellen beginnen sich zu differenzieren.
Bei Fehlen des PHOX2B Gens, unterbleibt der Austritt der Zelle aus der mitotischen Teilung. Auch
die Weiterdifferenzierung in funktionale Zellen (z. B. Neuronen) ist abha¨ngig vom Vorhandensein
von PHOX2B (Dubreuil et al. 2000, Pattyn, Goridis & Brunet 2000).
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1.9.4.2. Expression von PHOX2B im Nervensystem
Abbildung 1.11.: Expression von PHOX2B im Gastro-
intestinaltrakt eines transgenen Mausembryos. Sicht-
bar gemacht durch die Expression von Cerulean
Flurescent Protein (blau–gru¨n), unter der Kontrolle
durch den PHOX2B–Promotor. Vergro¨ßerung 48,5–
fach (Southard-Smith 2008)
PHOX2B wird, wa¨hrend der Entwicklung des
autonomen Nervensystems, in verschiedenen
Neuronen–Unterklassen exprimiert (Rudzinski
& Kapur 2010, Dubreuil et al. 2002).
Hierzu geho¨ren alle autonomen Ganglien (sym-
patische, parasympatische und die Ganglien des
enterischen Nervensystems des Darms), die dis-
talen Ganglien der Hirnnerven N. facialis (VII),
N. hypoglossus (IX), und N. vagus (X), die
fu¨r die Verarbeitung von Afferenzen aus den
peripheren Chemo-, Osmo-, und Barorezepto-
ren verantwortlich sind. Zudem sind im Zentra-
len Nervensystem die motorischen Kerne, der
Nucleus des Tractus solitarius und die Area
postrema betroffen, in denen die Afferenzen
aus den Rezeptoren verarbeitet und weiterge-
leitet werden (Pattyn et al. 1997, Talikka et al.
2004).
Weiterhin reguliert PHOX2B die Expression
von Schlu¨sselenzymen der Noradrenalinsynthese
(z. B. der Dopamin–beta–Hydroxylase) (Yang
et al. 1998, Adachi et al. 2000, Pattyn, Goridis & Brunet 2000).
Die Vielzahl der PHOX2B exprimierenden Neuronen vereint eine Besonderheit: Sie schließen sich
zur Bildung eng definierter neuronaler Reflexbo¨gen zusammen (Dauger et al. 2003).
Bereits vor Bekanntwerden des Zusammenhangs mit CCHS wurde ein Mausmodell des Gendefekts
entwickelt. Hier konnte nachgewiesen werden, dass das Vorhandensein von PHOX2B nicht nur die
Entwicklung, sondern auch die Interaktion PHOX2B abha¨ngiger Neuronen beeinflusst. Ma¨use mit
einer homozygoten Depletion des Gens (PHOX2B -/-) versterben bereits in utero oder kurz nach
der Geburt. Histochemisch la¨sst sich bei diesen Tieren kein Nucleus tractus solitarius nachweisen.
Heterozygote PHOX2B +/- Tiere sind lebensfa¨hig, zeigen jedoch Sto¨rungen im Atemmuster
(Brunet & Pattyn 2002, Huber & Ernsberger 2006, Durand et al. 2005).
1.9.5. Mutationen im PHOX2B Gen
2003 gelingt mehreren Arbeitsgruppen, fast zeitgleich, der Nachweis von heterozygoten Mutationen
im PHOX2B Gen bei CCHS Patienten (Amiel et al. 2003, Weese-Mayer et al. 2003, Matera et al.
2004). Bei u¨ber 2.000 Kontrollpersonen, ohne respiratorische Symptomatik, kann die Mutationen
im PHOX2B Gen nicht nachgewiesen werden (Hung et al. 2007). Somit sind Mutationen im
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PHOX2B Gen als ursa¨chlich fu¨r das Krankheitsbild CCHS anzusehen.
Die nachgewiesene Mutationsha¨ufigkeit differiert, mo¨glicherweise technisch bedingt, zwischen den
Arbeitsgruppen deutlich.
Quelle Untersuchte
Patienten
Nachweis (%)
PHOX2B Mutationen
Sasaki et al. 2003 10 50 %
Amiel et al. 2003 29 62 %
Weese-Mayer et al. 2003 67 97 %
Tabelle 1.5.: Nachgewiesene Mutationsha¨ufigkeit bei klinisch gesichtertem CCHS. Literaturangaben ver-
schiedener Arbeitsgruppen differieren deutlich. Siehe Kapitel 6.1. auf Seite 69.
Insbesondere Mutationen im Bereich des Polyalaninrepeats ko¨nnen bei der u¨berwiegenden Zahl der
Patienten nachgewiesen werden.
1.9.5.1. Mutationen im Polyalaninrepeat
In einer Analyse von 10.000 menschlichen Genen, ko¨nnen in 20 % homopolymere Bereiche in
der kodierenden Sequenz nachgewiesen werden. 16 % dieser homopolymeren Bereiche bestehen
aus Alaninketten unterschiedlicher La¨nge. Somit kann von ca. 300 Genen ausgegangen werden,
die zumindest einen Polyalanin–Bereich besitzen. Mutationen in Polyalanin–Bereichen werden als
ursa¨chlich fu¨r mehrere Erkrankungen des Menschen beschrieben (Brown & Brown 2004, Albrecht
& Mundlos 2005).
Erkrankung Omim Nr.
Synpolydactylie Typ II 186000
Cleidocraniale Dysplasie 119600
Oculopharyngeale muskula¨re Dystrophie 164300
Holoprosencephalie Hand–Fuß–Genital Syndrom 140000
Blepharophimose, Ptose und Epicantus inversus Syndrom 110100
X–gebundene mentale Retardierung mit isoliertem Wachstumshormondefizit 300123
Syndrom der infantilen Spasmen, X–gebunden 308350
Partington Syndrom 309510
Kongenitales Zentrales Hypoventilationssyndrom 209880
Tabelle 1.6.: Erkrankungen durch Mutationen in Polyalaninrepeaten
In den meisten Fa¨llen, jedoch nicht immer, liegt den Mutationen eine fehlerhafte Rekombination,
eine Art
”
Verrutschen“ im Rahmen der Replikation zugrunde, gefolgt von einem ungleichen Crossing
over, das zu Tripletexpansionen unterschiedlichster Ausmaße fu¨hren kann. Die Auswirkungen der
Polyalaninexpansionen im Bereich eines Transkriptionsfaktors sind multipel. Sie reichen von einem
hemmenden Effekt des mutierten Proteins, u¨ber einen vollsta¨ndigen Funktionsverlust, bis zu einem
abnormalen, sogar toxischen, Funktionsgewinn hin (Brown & Brown 2004, Hung et al. 2007).
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1.9.5.2. Ein Polyalaninrepeat ist auch bei CCHS betroffen
Auch bei den im Rahmen des CCHS nachgewiesenen Mutationen, handelt es sich u¨berwiegend um
heterozygote Expansionen im Bereich des Polyalaninrepeats. Im Wildtyp finden sich homozygot
20 Alaninreste, in einzelnen Fa¨llen wird der Verlust einzelner Alaninreste beobachtet. Dies bleibt
klinisch fu¨r das Individuum ohne Folgen. Bei Patienten werden heterozygote Expansionen von
25–33 Alaninresten beschrieben, homozygote Mutationen, im Bereich des PHOX2B Gens, wurden
bislang beim Menschen nicht beobachtet (Amiel et al. 2003, Weese-Mayer et al. 2003, 2009). Die
Tatsache, dass weder bei gesunden Kontrollen, noch bei Patienten, Expansionen von nur 21–24
Alaninresten beobachtet werden, spricht gegen ein reines
”
Verrutschen“ der DNA Stra¨nge bei der
Replikation (Weese-Mayer et al. 2003).
In seltenen Fa¨llen werden Mutationen einzelner Basenpaare, Nonsens- oder Frameshift Mutationen
nachgewiesen.
Eine Genotyp–Pha¨notyp Korrelation wird vermutet. Je gro¨ßer die Zahl der Alaninreste bei einem
Patienten ist, desto schwerer ist die zu erwartende Auspra¨gung der Symptomatik (Weese-Mayer
et al. 2005).
Die meisten in der Literatur beschriebenen Mutationen entstehen
”
de novo“, ko¨nnen somit bei
Eltern nicht nachgewiesen werden. Dennoch existieren in der Literatur Berichte von mehreren
betroffenen Kindern einer Familie, sowie von vertikalen U¨bertragungen betroffener Mu¨tter auf ihr
Kind, dies spricht ebenfalls fu¨r das Vorliegen einer dominanten Mutation. Das vera¨nderte Allel
scheint meiotisch stabil zu sein. In Einzellfa¨llen gelang der Nachweis eines elterlichen Mosaiks,
zudem besteht die Mo¨glichkeit, einer auf die Keimbahnen der Eltern beschra¨nkten Mutation
(Weese-Mayer et al. 2003).
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2. Zielsetzung
Die Diagnostik des CCHS ist, solange sie als Ausschlussdiagnose gestellt werden muss, zeitaufwendig
und invasiv. Sie stellt fu¨r das Kind eine große Belastung dar, fu¨r bildgebende Untersuchungen und
Biopsien sind mehrere Narkosen erforderlich. Hypoxieepisoden im Rahmen eines unbehandelten,
weil undiagnostizierten CCHS korrelieren mit kognitiven Defiziten der Patienten. Eine lange Latenz
zwischen Verdachtsdiagnose und Besta¨tigung, erfordert einen initial la¨ngeren Krankenhausaufenthalt,
fu¨hrt zu einer großen psychischen Belastung der Eltern und verzo¨gert nicht zuletzt die Einleitung
und Organisation geeigneter Therapiemaßnahmen und ha¨uslicher Hilfen.
2003 wurden erstmals heterozygote Expansionen im PHOX2B Gen als krankheitsverursachend
beschrieben, hierbei bestand jedoch eine große Diskrepanz in der nachgewiesenen Mutationsha¨ufig-
keit.
Ein zuverla¨ssiger Nachweis der Mutation im PHOX2B Gen, ko¨nnte die Diagnosestellung vereinfachen
und beschleunigen.
Ziele dieser Doktorarbeit waren:
 Die laborinterne Etablierung einer zuverla¨ssigen Methode zur molekulargenetischen Diagnostik
des CCHS durch Nachweis der heterozygoten Polyalaninexpansionen im PHOX2B Gen
 Vermeidung eines Allelverlustes bei der Amplifikation
 Verifizierung der Ergebnisse durch Fragmentla¨ngenanalyse
 Sequenzierung der kodierenden Bereiche des PHOX2B Gens
 Rekrutierung eines Patientenkollektives
 Entwicklung und Auswertung eines Fragebogens zur Patientenerkennung
 Die molekulargenetische Charakterisierung des Patientenkollektivs
 Die Evaluation der erhobenen Ergebnisse in Bezug auf eine mo¨gliche Genotyp–Pha¨notyp
Korrelation
 Die Ermo¨glichung einer fru¨hzeitigen und nicht belastenden Diagnosestellung
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3. Material und Methoden
3.1. Patienten
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden vier Gruppen von Probanden untersucht:
 Indexpatienten
 Familienangeho¨rige (Geschwister und Eltern)
 Familia¨re Fa¨lle
 Late–Onset Undine–Patienten
 Gesunde Kontrollprobanden
3.1.1. Indexpatienten
Wir erhielten Proben (EDTA–Vollblut, genomische DNA) von insgesamt 17 Patienten aus verschie-
denen Kliniken in Deutschland, bei denen die Verdachtsdiagnose eines CCHS postnatal durch die
behandelnden A¨rzte gestellt wurde. Alle durchgefu¨hrten Untersuchungen erfolgten mit Zustimmung
der Erziehungsberechtigten.
Zur genauen Evaluation der Angaben wurden die Einsender um Ausfu¨llung eines Fragebogens
gebeten. Dieser wurde von uns nach den Richtlinien der American Thoracic Society (ATS 1999)
entwickelt, um das vorliegende Symptomspektrum genauestens zu erfassen. Zudem baten wir um
die Zusendung bereits vorliegender medizinischer Berichte (Arztbriefe, Biopsieergebnisse, etc.).
Die erhaltenen Daten wurden von uns nach den Richtlinien der ATS ausgewertet. Es wurde versucht,
die Diagnose
”
Undine–Syndrom“ als Ausschlussdiagnose anhand der erhaltenen Unterlagen zu
besta¨tigen. Kinder mit ausgepra¨gten Fehlbildungen, Tracheomalazien, muskula¨rer Hypotonie, nur
einmaliger Apnoephase oder anderen grundliegenden Erkrankungen, die als ursa¨chlich fu¨r eine
Hypoventilation gewertet werden konnten, wurden zur Bewertung der Methode nicht herangezogen.
Bei sieben der obengenannten Patienten konnte bei Anwendung der Diagnosekriterien der ATS die
Verdachtsdiagnose
”
Undine–Syndrom“ nicht verifiziert werden.
Wir besta¨tigten die Verdachtsdiagnose bei Patienten mit Beatmungspflichtigkeit oder CO2–
Retentionen ohne andere erkennbare Ursache. Zehn Patienten zeigen die klassischen Symptome des
CCHS. Eine Beatmung im Schlaf ist erforderlich, bei ca. 50 % bestehen zudem zusa¨tzliche autono-
me Dysfunktionen. Zwei Patientinnen waren bei genetischer Diagnosestellung bereits sechs bzw.
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14–Jahre alt. Bei allen anderen Patienten fanden genetische Untersuchung und Diagnosestellung
im Sa¨uglingsalter statt.
3.1.2. Familienangeho¨rige
3.1.2.1. Eltern/Geschwister
Bei auffa¨lligen Befunden in den initialen genetischen Untersuchungen wurde eine genetische
Untersuchung der Familienangeho¨rigen empfohlen, um Hinweise auf das Vorliegen somatischer
Mosaike oder Keimbahnmutationen zu erhalten.
Wir erhielten DNA von sieben Elternpaaren und zwei Geschwistern.
3.1.2.2. Familia¨re Fa¨lle
Betroffene Geschwister Uns erreichte DNA eines Kindes, mit hochgradigem Verdacht auf ein
CCHS, dessen Geschwisterkind anamnestisch an einem klassischen, klinisch gesicherten CCHS
verstorben war. Genetisches Material des verstorbenen Kindes war nicht asserviert worden.
Die verstorbene Patientin war jedoch initial in unserem Hause betreut worden, so dass anhand der
vorliegenden Arztbriefe und durch Akteneinsicht die Diagnose nochmals abgesichert werden konnte.
Wir konnten DNA des erkrankten Geschwisterkindes und der leiblichen Eltern untersuchen.
Vertikale Vererbung Im Rahmen unserer Analysen konnte zudem eine weitere vertikale Vererbung
einer Mutation in einer Familie nachgewiesen werden.
3.1.3. Kontrollprobanden
Vier Proben gesunder Kontrollpersonen konnten neben den Proben der untypischen Patienten und
ihrer Eltern untersucht werden.
3.1.4. Einversta¨ndnis
Vor Durchfu¨hrung der genetischen Untersuchung am PHOX2B Gen wurden die Eltern u¨ber
Indikation und Aussagekraft, insbesondere auch u¨ber die Grenzen, einer genetischen Untersuchung
informiert. Das schriftliche Einversta¨ndnis der Eltern zur Durchfu¨hrung der Diagnostik im PHOX2B
Gen bei den Indexpatienten, den Eltern und eventuellen Geschwisterkindern, wurde eingeholt und
liegt vor.
3.1.5. Genetische Beratung/Befundmitteilung
Die Befundmitteilung erfolgte an die jeweils einsendenden A¨rzte. Die Mitteilung der Befunde an die
Eltern, im Rahmen eines ausfu¨hrlichen genetischen Beratungsgespra¨ches, wurde von uns empfohlen.
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3.1.6. Fragebogen
Anhand der von der American Thoracic Society vero¨ffentlichten Richtlinien zur Diagnosestellung
eines Undine–Syndroms, entwickelten wir einen Fragebogen, der auf Anfrage den behandelnden
A¨rzten zugeschickt wurde.
Zusa¨tzlich zu den klinischen Diagnosekriterien eines CCHS entha¨lt der von uns verfasste Fragebogen
auch Fragen, mit denen die Funktion weiterer autonomer Regelkreise abgepru¨ft wird. (Fragebogen
siehe Anhang C auf Seite 85.)
3.1.7. Arztbriefe
Bei den betroffenen Kindern wurden die Einsendungen durch Arztbriefe erga¨nzt, bei drei in unserem
Haus behandelten Patienten, konnten die Akten in ihrer Gesamtheit eingesehen werden. Der
Indexpatient dieser Doktorarbeit befand sich, zu Beginn dieser Arbeit, in stationa¨rer Betreuung auf
der Neugeborenintensivstation unseres Hauses. Hier konnten die klinischen Befunde direkt erhoben
und verifiziert werden. Ein Late–Onset Patient wurde bereits zu einem fru¨heren Zeitpunkt, im
Rahmen einer Publikation, ausfu¨hrlich beschrieben (Rohrer et al. 2002).
3.1.8. Ausschluss von Patienten
Zur Entwicklung einer zuverla¨ssigen Methode ist die strenge Selektion des Patientengutes unerla¨ss-
lich, um die Zahl der falsch negativen Befunde zu minimieren und insbesondere eine Beurteilung
der Zuverla¨ssigkeit der Methode zu ermo¨glichen.
Durch die Ausfu¨hrlichkeit des Fragebogens und der zudem, bei der Mehrzahl der Einsendungen,
vorliegenden Arztbriefe, konnte bei den Patienten die Verdachtsdiagnose eines Undine–Syndroms
u¨berpru¨ft werden. Die Verifikation erfolgte anhand der klassischen klinischen Kriterien als Aus-
schlussdiagnose (ATS 1999).
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Ausgeschlossene Patienten
Name
Symptom-
beginn
Hyperkapnie
Beat-
mung
nachts
Bemerkung
Patient S.
15.
Lebenstag
nein nein
2 mal Sa¨ttigungsabfall
im Schlaf
Patient P.
keine
Angaben
ja ja
Kein Material, V. a. M.
Hirschsprung
Patient K. Geburt
nein, Polysomnographie
unauffa¨llig
nein
Laryngomalazie, Stridor,
Reflux , hieraus schweres
ABS erkla¨rbar
Patient Sch. Geburt nein nein
Pierre Robin Sequenz,
Gaumenspalte,
Hirnnervenausfall,
Pontocerebella¨re
Hypoplasie MER
reduziert
Patient R.
Keine
Angaben
Nicht berichtet nein
Ausgepra¨gte muskula¨re
Hypotonie mit resp.
Insuffizienz
Patient D.
Keine
Angaben
Hypoventilation im
Schlaf, pCO2 um 60,
keine Beatmung
nein Keine weiteren Angaben
Patient A. Geburt
Keine Hyperkapnie,
deutliche Atemnot,
obstruktive Phasen, V. a.
obstruktive Schlafapnoe
CPAP
V. a. u¨bergeordnetes
Syndrom, Laryngo–Tra-
cheo–Bronchomalazie,
faziale Dysmorphien,
bifrontale Hirnatrophie
Tabelle 3.2.: Tabelle der nach klinischen Kriterien ausgeschlossenen und zur Methodenbewertung nicht
herangezogenen Patienten – Eine Mutation im PA–Repeat konnte bei keinem dieser Patienten nachgewiesen
werden
In die Auswertung wurden nur Kinder einbezogen, die eine klinische Besta¨tigung der Diagnose
ermo¨glichten.
Patienten, bei denen die klinische Stellung der Ausschlussdiagnose, aufgrund assoziierter Erkrankun-
gen (Hydrocephalus, Pierre–Robin–Sequenz, schwere Gehirnfehlbildungen, etc.) nicht mo¨glich war,
oder die unauffa¨llige Untersuchungsergebnisse in Kernuntersuchungen z. B. in der Polysomnographie
(Obstruktive Episoden) aufwiesen, wurden zur Bewertung der Methode nicht herangezogen.
Zur Vollsta¨ndigkeit und zur Befunderstellung fu¨r die einsendenden Kollegen, erfolgte dennoch eine
genetische Untersuchung der Patienten, eine Mutation im Polyalaninrepeat des PHOX2B Gens
bestand bei keinem dieser Patienten.
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3.2. Material
Als Untersuchungsmaterial erhielten wir EDTA–Vollblut oder genomische DNA des Patienten oder
der zu untersuchenden Angeho¨rigen.
3.3. Methoden
3.3.1. Extraktion genomischer DNA aus Vollblut
Zur DNA–Extraktion aus Leukozyten wurde die Aussalz–Methode nach Miller, Dykes und Polesky
(Miller et al. 1988) angewandt.
Erythrozytenlyse und Abzentrifugation der Leukozyten
Zur Trennung von Leukozyten und Erythrozyten wird ein Erythrozytenlysepuffer dem EDTA–
Vollblut zugesetzt (Verha¨ltnis 1:3). Nach Lyse der Erythrozyten bei Raumtemperatur erfolgt das
Abzentrifugieren (1.500 U/min) der Leukozyten.
Diese werden gereinigt, mit SDS lysiert und mit Proteinspaltenden Enzymen (Proteinase K)
inkubiert, um die genomische DNA aus ihrer Proteinbindung zu lo¨sen.
Inkubationsansatz:
 1 ml Proteinase K–Puffer
 25 ml Proteinase K
 50 ml SDS 20 %
Inkubation u¨ber 2 Stunden bei 65 °C im Wasserbad
Reinigen der DNA
Die gelo¨sten Proteine werden nach Spu¨lung und Denaturierung mit 5 M NaCl–Lo¨sung (300 µl) bei
4.500 U/min von der DNA getrennt. Der DNA–haltige U¨berstand wird nach der Zentrifugation
mit Ethanol 100 % (4 ml) denaturiert. Durch leichtes Schwenken fa¨llt die genomische DNA aus
der Lo¨sung aus und kann aus der Lo¨sung genommen werden. Es erfolgt nun nochmals eine
Reinigung mit kaltem Ethanol (70 %) (350 µl). Im Anschluss trocknet die DNA ca. eine Stunde
bei Raumtemperatur. Es erfolgt die Resuspension in Tris–EDTA–Puffer. Die DNA bleibt bei einer
Lagerung um ca. 4° stabil.
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3.3.2. Polymerase–Kettenreaktion
3.3.2.1. Prinzip der PCR
Das von Mullis entwickelte Verfahren ermo¨glicht die exponentielle in vitro Vermehrung definierter
DNA Stu¨cke (Mullis et al. 1986).
Hierzu werden nach der initialen Aufspaltung der DNA Doppelstra¨nge (Denaturierung) zuerst spe-
zifische kleine DNA Fragmente (Primer) an den Einzelstrang angelagert (Annealing). Polymerasen
synthetisieren dem zum Einzelstrang komplementa¨ren DNA Strang. Durch Erhitzen werden die neu
entstandenen Doppelstra¨nge wieder aufgespalten, die Primer ko¨nnen sich erneut anlagern. Ein neuer
Zyklus beginnt. Durch die Wiederholung dieses Prozesses (25–40 mal) gelingt die exponentielle
Vermehrung der initial vorhandenen DNA, jeder neu gebildete Strang dient im weiteren Verlauf
selbst als Matrize.
Naturgema¨ß ist die Funktion dieses Prozesses von der Qualita¨t und Quantita¨t der zugegebenen Pro-
dukte (Primer, Basen, Medium, Magnesiumionen) und den Umgebungsbedingungen (Temperatur,
pH–Wert) abha¨ngig.
3.3.2.2. PCR Primer
Die Oligonucleotid Primer lagern sich an den zu vervielfa¨ltigenden DNA Abschnitt an, es sind in
vitro synthetisierte DNA Einzelstra¨nge mit einer La¨nge von 15–50 Basenpaaren. Sie stellen den
Startpunkt der in der PCR durchgefu¨hrten DNA Synthese dar. In einer klassischen PCR Reaktion
werden jeweils zwei verschiedene Primer verwendet, wobei der Forward Primer die Sequenz des
kodierenden Stranges und der Reverse Primer die Sequenz des dazu komplementa¨ren Stranges
wiedergibt.
Der Primer weist die fu¨r die Polymerasen erforderlichen 3´OH–Enden auf, an die das Enzym die
weiteren Basenpaare anlagern kann.
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Primer wurden, entsprechend den in der Litera-
tur und in Gendatenbanken vero¨ffentlichen Sequenzen, durch die Firma Metabion, Martinsried,
synthetisiert.
3.3.2.3. Temperaturen
Denaturierung
DNA liegt als Doppelstrang vor. Um eine Anlagerung der Primer, und damit die Vervielfa¨ltigung,
zu ermo¨glichen, ist ein initiales Ero¨ffnen dieser Doppelstra¨nge erforderlich.
Hierfu¨r wird das Reaktionsgemisch auf Temperaturen zwischen 94–96 °C erhitzt. Die hierdurch zuge-
fu¨hrte thermische Energie sprengt die Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen den komplementa¨ren
Basen und teilt somit die Doppelstra¨nge.
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Ermittlung der Annealing Temperatur
Die Temperatur der Annealing Reaktion ha¨ngt von der La¨nge und der Zusammensetzung der
Primer ab. Als Anhaltspunkt wurde die Annealing Temperatur errechnet nach der Formel: 4 °C
fu¨r jedes Guanin (G) und Cytosin (C), 2 °C fu¨r jedes Adenin (A) und Thymin (T). Von der so
errechneten Temperatur wurden jeweils 5–10 °C abgezogen, um die Zahl unspezifischer Bindungen
zu reduzieren.
Elongation
Im na¨chsten Schritt verla¨ngert eine DNA–abha¨ngige DNA–Polymerase (Taq–Polymerase) (Ro-
che Pharma, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) die Nukleinsa¨ure Sequenz im Anschluss an die
3´OH–Enden des Primers. Diese Reaktion beno¨tigt Magnesium und dNTPs. Die Reaktion erfolgt
temperaturabha¨ngig und wurde je nach Enzym bei 68–74 °C (nach Herstellerangaben) durchgefu¨hrt.
Jede PCR Reaktion besteht somit aus den Komponenten:
 Denaturierung
 Annealingreaktion
 Elongationsphase
Nach dem Ende einer Elongationsphase werden die gebildeten Doppelstra¨nge wiederum denaturiert
und somit wird ein neuer Zyklus der Reaktion begonnen. Die erforderlichen Temperaturen, Zeiten
und die Anzahl der erforderlichen Zyklen, wurden entsprechend der verwendeten Primer und der
vorliegenden DNA Sequenz optimiert.
3.3.2.4. Guanin– und Cytosin–Reichtum des PHOX2B Gens, ein Problem der PCR
Das PHOX2B Gen entha¨lt zwei lange Polyalaninrepeats. Alanin wird im genetischen Code immer
durch die Kombination GC und einer weiteren Base codiert.
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Alanin
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AG
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CU
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ACUG
CU CU
CU
A
G
Abbildung 3.1.: Genetischer Code, modifiziert nach www.medigenomix.de
Die Polyalaninrepeats fu¨hren zu einem ausgepra¨gten GC Reichtum des zu amplifizierenden DNA
Abschnittes von bis zu 72 % (Musso et al. 2006). Zusa¨tzlich enthalten die mutierten DNA Stra¨nge
Expansionen des Polyalaninrepeats, sind somit noch GC–reicher als der Wildtyp.
Dieser erho¨hte Gehalt an Guanin und Cytosin muss im Rahmen der PCR Optimierung besonders
beachtet werden (Mamedov et al. 2008).
Trennung der Wasserstoffbru¨ckenbindungen
N
N
N N
NH
H
N
O
N
O
A T
H
(a) DG° ∼ -1.2 kcal/mol
O
O
N
N
N
N H
H
H
H
H
N
N
N
G C
N
(b) DG° ∼ -2.4 kcal/mol
Abbildung 3.2.: Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen Basen nach Graur & WenHsiung (1999)
Guanin und Cytosin bilden in der DNA–Doppelhelix drei Wasserstoffbru¨ckenbindungen aus. Zur
Auftrennung dieser drei Wasserstoffbru¨cken ist eine ho¨here Energie (2,4 kcal/mol) erforderlich, als
zur Trennung der zwei Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen Adenin und Thymin (1,2 kcal/mol).
Die Annealingreaktion des PA–Repeats beno¨tigte aus diesem Grund eine Temperatur von 59 °C,
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um optimale Ergebnisse zu erreichen. Die Denaturierung der Doppelstra¨nge erfolgte durch eine
kurzzeitige Temperaturerho¨hung auf 95 °C vor Beginn eines neuen Zyklus.
3.3.2.5. Gefahr des Allelverlusts
Die Basen Guanin und Cytosin zeigen, aufgrund ihrer drei Bindungsmo¨glichkeiten, eine ho¨here
Neigung zum Ausbilden unspezifischer intramolekularer Bindungen, nach der Auftrennung zum
Einzelstrang. Diese Loops ko¨nnen bei der Synthese von der Taq–Polymerase u¨bersprungen werden,
ein verku¨rzter neuer DNA Strang ist die Folge. Dies ist, insbesondere zu fru¨hen Zeitpunkten der
PCR, von Bedeutung, da ku¨rzere Stra¨nge schneller amplifiziert, und dadurch in der PCR Reaktion
bevorzugt und exponentiell vervielfa¨ltigt werden. Vor allem bei den Allelen mit Expansionen im
Polyalaninrepeat und dem hieraus resultierendem besonders hohem GC–Reichtum, ist dieser Effekt
von Bedeutung. Ein Verlust des gesamten Allels kann die Folge sein. Bei der Diagnostik des
CCHS, einer heterozygoten Erkrankung, stellt dies ein gravierendes diagnostisches Problem dar.
Das Auftreten von falsch negativen Befunden ist mo¨glich, eine bestehende Heterozygotie kann
u¨bersehen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Amplifikation die Taq–DNA–Polymerase
der Firma Roche Pharma (Grenzach–Wyhlen, Deutschland) verwendet.
3.3.2.6. Optimierung der PCR Bedingungen
Magnesium
Die Magnesiumkonzentration hat Einfluss auf das Ergebnis der PCR Amplifikation. Prima¨r ist die
DNA–Polymerase ein magnesiumabha¨ngiges Enzym. Durch Zugabe von MgCl2+ la¨sst sich das
Primerannealing und die Spezifita¨t des PCR Ergebnisses verbessern, Fehler werden vermieden (Eckert
& Kunkel 1991). Nach initialer Verwendung der magnesiumarmen Pufferlo¨sung der Taq–Polymerase
konnte kein PCR Produkt nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf wurden die Versuche mit dem
angebotenen magnesiumhaltigen Puffer der Firma Roche Pharma (Grenzach–Wyhlen, Deutschland)
durchgefu¨hrt (
”
roter Puffer”). Die nach Verdu¨nnung erzielte MgCl2+ Endkonzentration betrug 1,5
mM. Unter dieser Konzentration konnte die PCR regelrecht ablaufen, das erhaltene Produkt zeigte
jedoch noch mehrere unspezifische Banden.
Betain
Betain (N,N,N–Dimethylglycin) hat die Fa¨higkeit die Bildung von unerwu¨nschten Sekunda¨rstruk-
turen nach Auftrennen der DNA Stra¨nge zu verhindern. Dies ist insbesondere in GC–reichen
Sequenzen hilfreich. Ein positiver Effekt auf die Amplifikation auch GC–reicher mutierter Allele,
wurde spa¨ter auch in der Literatur beschrieben (Musso et al. 2006).
Durch die Zugabe von Betain zum PCR Ansatz, konnte eine Reduktion unspezifischer Produkte
erzielt werden. Die optimale Betain Endkonzentration betrug fu¨r die Versuche im Rahmen dieser
Arbeit 1,25 M.
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Exon III
M 1 2
unspezifische
Banden
M: Marker 1kb
1: Amplifikation ohne Betain, Auftreten unspezifischer Banden
2: Amplifikation mit Betain 1,25 M, deutliche Reduktion der unspezifischen Banden
Abbildung 3.3.: Reduktion unspezifischer Banden durch Einsatz von Betain, am Beispiel der Amplifikation
des Exon III
Zudem fu¨hrten wir eine Sequenzierung der erhaltenen PCR Produkte zur Absicherung der Resultate
durch. In heterozygot vorliegenden Genen besta¨tigte der Erhalt zweier u¨berlappender Sequenzie-
rungsbanden mit u¨bereinstimmenden Gensequenzen vor, bzw. nach der Mutation, die regelrechte
Amplifikation beider Allele.
3.3.2.7. Nested–PCR
Um, bei geringer Konzentration an Ausgangs–DNA, ausreichende Mengen des PCR–Produktes
zu erhalten, oder, um problematisch zu amplifizierende DNA Bereiche ausreichend zu vermehren,
wurde eine sogenannte
”
Nested–PCR–Analyse“ durchgefu¨hrt. Hierbei wird an die initiale PCR eine
weitere PCR Reaktion angeschlossen. Die hierbei verwendeten Primer befinden sich innerhalb des
ersten PCR Produktes. Das zu vervielfa¨ltigende DNA Stu¨ck wird – sozusagen in zwei Schritten –
aus der Gesamt–DNA herausgeschnitten.
3.3.3. Ermittelte PCR Protokolle fu¨r die Amplifikation des PHOX2B Gens
Exon I und II Temperatur (°C) Zeit
I. Denaturierung initial 95 10 min
II. Denaturierung repeat 94 30 s
III. Annealing 57 30 s
IV. Elongation 72 30 s
V. Finale Elongation 72 10 min
Zyklen (II–IV) 35 mal
Tabelle 3.3.: PCR Protokoll Exon I und II PHOX2B Gen
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Zur Amplifikation des gesamten Exon III wurde, aufgrund des hohen GC Gehaltes, eine sogenannte
”
Nested–PCR Analyse“ durchgefu¨hrt, indem einer PCR eine weitere PCR mit erneuter Zugabe der
Primer, oder mit innerhalb des ersten PCR Produktes liegenden Primern, angeschlossen wurde.
Exon III (1. Durchlauf) Temperatur (°C) Zeit
I. Denaturierung initial 95 15 min
II. Denaturierung repeat 94 40 s
III. Annealing 52 30 s
IV. Elongation 72 50 s
V. Finale Elongation 72 10 min
Zyklen (II–IV) 40 mal
Nested–PCR Template = 1 µl des PCR Produktes Exon III 1. Durchlauf
Tabelle 3.4.: PCR Protokoll Exon III PHOX2B Gen (1. Durchlauf)
Es besteht die Mo¨glichkeit, dass im Rahmen der Nested PCR ein Allel bevorzugt synthetisiert wird.
Kontrollen erfolgten durch Patientenproben mit bekannter Expansion bei jedem Durchlauf. Wurde
hier ein Allelverlust (Gelbild/Sequenzierung) beobachtet, erfolgte keine Verwertung der anderen
Proben. Durch Optimierung der PCR Parameter konnte ein Auftreten dieses Effektes reduziert
werden.
Exon III (Nested–PCR) Temperatur (°C) Zeit
I. Denaturierung initial 95 15 min
II. Denaturierung repeat 94 30 s
III. Annealing 52 30 s
IV. Elongation 72 30 s
V. Finale Elongation 72 10 min
Zyklen (II–IV) 35 mal
Tabelle 3.5.: PCR Protokoll Exon III PHOX2B Gen (2. Durchlauf – Nested–PCR)
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Amplifikation des innerhalb des Exon III liegenden PA–Repeats (Mutationsstelle):
Exon III (PA–Repeat) Temperatur (°C) Zeit
I. Denaturierung initial 95 10 min
II. Denaturierung repeat 94 30 s
III. Annealing 59 30 s
IV. Elongation 72 30 s
V. Finale Elongation 72 10 min
Zyklen (II–IV) 40 mal
Tabelle 3.6.: PCR Protokoll PA–Repeat des Exons III PHOX2B Gen
PCR Ansa¨tze
PA–Repeat
Reagenz Menge
Roter Puffer 5 µl
Betain 15 µl
Primer PA f 1 µl
Primer PA r 1 µl
dNTPs 1 µl
Template 1 µl
Taq Polymerase 0,7 µl
Aqua dd 25,3 µl
Probenvolumen 50 µl
Tabelle 3.7.: PCR Ansatz Amplifikation PA–Repeat Exon III PHOX2B Gen
Exon I und II
Reagenz Menge
Roter Puffer 5 µl
Betain 15 µl
Primer I/II f 1 µl
Primer I/II r 1 µl
dNTPs 1 µl
Template 1 µl
Taq Polymerase 0,7 µl
Aqua dd 40,3 µl
Probenvolumen 50 µl
Tabelle 3.8.: PCR Ansatz Amplifikation Exon I und II PHOX2B Gen
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Exon III (1. Durchlauf)
Reagenz Menge
Roter Puffer 5 µl
Betain 15 µl
Primer III f 1 µl
Primer III r 1 µl
dNTPs 1 µl
Template 1 µl
Taq Polymerase 0,7 µl
Aqua dd 25,3 µl
Probenvolumen 50 µl
Tabelle 3.9.: PCR Ansatz Amplifikation Exon III PHOX2B Gen – 1. Durchlauf
Exon III (Nested–PCR)
Reagenz Menge
Roter Puffer 5 µl
Betain 15 µl
Primer III f 1 µl
Primer III r 1 µl
dNTPs 1 µl
Template* 1 µl
Taq Polymerase 0,7 µl
Aqua dd 25,3 µl
Probenvolumen 50 µl
*Template = 1 µl PCR Produkt Exon III – 1. Durchlauf
Tabelle 3.10.: PCR Ansatz Amplifikation Exon III PHOX2B Gen – 2. Durchlauf
Die PCR wurde in einem Thermocycler (Mastercycler personal, Eppendorf) durchgefu¨hrt.
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Primerliste CCHS
PA
PA-f (und PA-F*) 5´- cca ggt ccc aat ccc aac - 3´
PA-r 5´- gag ccc agc ctt gtc cag - 3´
Exon I
I-f 5´- gac ctc aga caa ggc atc tca - 3´
I-r 5´- aat tac ccc tcc ctg caa tca - 3´
Exon II
II-f 5´- ctg ccg tat gac ctg acc tt - 3´
II-r 5´- aca gcc aca cca aat cca gt - 3´
Exon III – nested PCR
1. Schritt
IIIa-f 5´- cga agt aga act tgg gcc acc - 3´
IIIa-r 5´- ggc agc agc gac aat agc - 3´
2. Schritt
III-f 5´- acc cta acc ggt gct ttt - 3´
III-r 5´- aca ata gcc ttg ggc cta cc - 3´
Tabelle 3.11.: Primerliste CCHS, Quelle (Weese-Mayer et al. 2003)
3.3.4. Horizontale DNA–Elektrophorese im Agarosegel
Die verwendeten Puffer:
TBE (Tris–Borat–EDTA) 10–fach
Tris 510 g
Borsa¨ure 275 g
EDTA 37,2 g
H2O bidest. ad 5.000 ml
(a) TBE–Buffer
TBE–Puffer 10–fach (pH 8,3)
Borsa¨ure (Sigma, Steinheim) 1 M
Tris–HCl (Sigma, Steinheim) 1 M
EDTA (Sigma, Steinheim) 200 mM
H2O bidest. ad 5.000 ml
(b) TBE–Puffer pH 8.3
Tabelle 3.12.: TBE–Puffer
Fu¨r die Elektrophorese wurden 200 ml 10–fach Puffer mit H2O bidest. auf 2.000 ml aufgefu¨llt und
mit 60 ml Etidium Bromid (10 mg/ml) versetzt.
DNA loading Buffer 6–fach
Ficoll 6 g
TBE 10–fach 18,1 ml
Auf 30 ml mit H2O bidest. auffu¨llen und mit Bromthymolblau einfa¨rben.
Tabelle 3.13.: DNA loading Buffer 6–fach
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Prinzipien und Durchfu¨hrung
Die DNA wird im horizontalen Agarosegel, gema¨ß ihrer Gro¨ße und Ladung, im elektrischen Feld
aufgetrennt. Dabei ha¨ngt die Konzentration des Gels von der Gro¨ße der aufzutrennenden Fragmente
ab. Aufgrund der geringen Fragmentgro¨ße < 300 bp der zu erwartenden PCR Produkte wurden in
dieser Arbeit u¨berwiegend 3%ige Gele verwendet. Eine Ausnahme stellte die Amplifikation von Exon
I und II des PHOX2B Gens dar, hier wurden bei einer zu erwartenden Fragmentgro¨ße von u¨ber
600 bp 1%ige Gele verwendet. Die entsprechende Menge DNA–Agarose (Biozym Scientific, Hess.
Oldendorf) wurde in 100 ml TBE Puffer mit Ethidiumbromid Zusatz bei ca. 50–60 °C vollsta¨ndig
aufgelo¨st und dann in eine horizontale Wanne von 10 cm La¨nge mit entsprechenden Ka¨mmen
gegossen. Das Gel polymerisierte bei Raumtemperatur.
Die DNA–Proben wurden mit Loading Buffer gemischt und, bei DNA–Pra¨parationen aus dem Gel,
ein Volumen bis zu 40 ml, ansonsten 10 ml in die Geltaschen aufgetragen. Es wurde zudem ein
geeigneter Marker (1 kb Latter; Invitrogen, Karlsruhe bzw. Marker V; Boehringer, Mannheim) mit
aufgetragen. Die Fragmente wurden bei 100 V (10 V/cm Laufstrecke) und 80–120 mA aufgetrennt.
Durch den Farbstoff Etidiumbromid, das zwischen den Basensprossen der DNA–Helix interkaliert
und bei UV–Anregung leuchtet, konnte die DNA unter UV–Licht (366 nm) sichtbar gemacht und
fotografiert werden.
Im Gelbild ließen sich Genprodukte verschiedener Gro¨ßen erkennen. Bei einer heterozygot vorliegen-
den Expansion oder Deletion erkannte man den Wildtyp DNA Strang und den jeweils ku¨rzeren
oder la¨ngeren vera¨nderten DNA Strang.
Die Gro¨ße des vera¨nderten Fragmentes lies sich anhand des beigefu¨gten Markers und im Vergleich
mit dem Wildtyp abscha¨tzen. Eine exakte La¨ngenanalyse war, allein durch die Gelelektrophorese,
noch nicht mo¨glich.
Marker der DNA Gro¨ße
Zur Auswertung von Agarosegelen und ungefa¨hren Bestimmung der Gro¨ße der erhaltenen DNA
Stra¨nge, wurden Gemische verschiedener DNA Stu¨cke mit einer definierten Basenzahl verwendet.
Marker 1 kb Invitrogen (Karlsruhe)
Marker V Roche (Mannheim)
3.3.5. Isolierung von DNA–Fragmenten aus Agarosegelen
Um eine gro¨ßtmo¨gliche Reinheit des PCR Produktes fu¨r weitere Untersuchungsga¨nge zu erzie-
len, bestand die Mo¨glichkeit, das elektrophoretisch aufgetrennte PCR Produkt selektiv aus dem
Agarosegel zu isolieren.
Hierfu¨r konnte auf ein vorgefertigtes Set zuru¨ckgegriffen werden (Qiaquick Gel Extraction Kit der
Firma Quiagen, Hilden). Die in der PCR erhaltenen DNA–Fragmente wurden initial gelelektro-
phoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt. Unter langwelligem UV–Licht (366 nm) konnten die
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Banden sichtbar gemacht und identifiziert werden. Mit einem sterilen Skalpell wurden die beno¨tigten
Banden ausgeschnitten. Nach dem Wiegen des Produktes fu¨gte man das dreifache Probenvolumen
an QG–Puffer zu und inkubierte den Ansatz fu¨r 10 Minuten bei 50 °C. Die Probe wurde sorgfa¨ltig
vermischt und mit einem Gelvolumen Isopropanol versetzt. Nun konnte die Mischung zur Reinigung
auf eine vorgefertigte Quiagen Quick–Spin Sa¨ule gegeben und zentrifugiert werden (10.000 U/min
fu¨r 1 Minute). Der U¨berstand wurde verworfen. Im Anschluss erneutes Zugeben von 0,5 ml des
QG–Puffers mit anschließendem Zentrifugieren und Verwerfen des U¨berstandes. Nach Zugabe von
0,75 ml PE–Puffer auf die Sa¨ule und Zentrifugation wurde der U¨berstand letztmalig verworfen und
die Probe abschließend nochmals zentrifugiert. Im Anschluss wurde die eluierte Probe bei 37 °C fu¨r
15 Minuten getrocknet.
3.3.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsa¨uren
Zur Bestimmung des DNA Gehaltes einer Probe, bzw. zur Ermittlung des Ausmaßes einer beste-
henden Protein- oder Salzkontamination, wurde die Konzentration der Nukleinsa¨uren bestimmt.
Dies erfolgt fotometrisch in einem Biofotometer (Eppendorf). Die Extinktion wurde bei 260 und
280 nm gemessen. Einer DNA Konzentration von 50 ng/µl entspricht die Extinktion 1,0 bei 260
nm Wellenla¨nge. Der ermittelte Quotient OD 260/280 ist ein Maß fu¨r die Verunreinigung der
DNA. Optimal liegt dieser Quotient zwischen 1,5 bis 1,9. Ein signifikant kleinerer Wert zeigt eine
Verunreinigung an.
3.3.7. Fragmentla¨ngenanalyse
Die La¨nge, der bei der Gel–Elektrophorese detektierten varianten Allele, kann durch die Methode
der Fragmentla¨ngenanalyse exakt bestimmt werden.
Die Fragmentla¨ngenanalyse stellt eine Variante der Elektrophorese dar. Die mit Fluoreszenzfarbstof-
fen markierten DNA–Proben wandern, je nach Gro¨ße, unterschiedlich schnell durch das Gel, so dass
sie zu unterschiedlichen Zeitpunkten einen Detektor zur Differenzierung der Fluoreszenzfarbstoffe
erreichen. Die Lichtsignale werden in elektrische Signale umgewandelt. Jedes detektierte Fragment
erscheint als Peak im Elektropherogramm. Die La¨nge der Fragmente wird u¨ber die Messung des
Abstandes zwischen Ausgangspunkt und Peak des jeweiligen Fragmentes berechnet.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten hierdurch die unterschiedlichen La¨ngen von Wildtypfragmenten
und mutierten Fragmenten (Expansionen oder Deletionen) nachgewiesen und quantifiziert werden.
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Ansatz
Puffer rot 5 µl
Betain 15 µl
Primer phox 2b PA(r) 1 µl
Primer phox 2b FAM (f)* 1 µl
Taq Polymerase 0,7 µl
dNTP 1 µl
Template 1 µl
H2Odd 2,52 µl
*fluoreszenzmarkiert
Tabelle 3.14.: Ansatz Fragmentla¨ngenanalyse
Programm
Fragmentla¨ngenanalyse Temperatur (°C) Zeit
I. Denaturierung initial 95 10 min
II. Denaturierung repeat 95 30 s
III. Annealing 59 30 s
IV. Elongation 72 30 s
V. Finale Elongation 72 10 min
Zyklen (II–IV) 35 mal
Tabelle 3.15.: Programm Fragmentla¨ngenanalyse
3.3.8. Sequenzierung des PCR–Produktes
Nach Gelelektrophorese und Fragmentla¨ngenanalyse sind Expansionen oder Deletionen im Gen
nachgewiesen. Eine Gro¨ßenbestimmung ist mo¨glich. Die Sequenzierung dient der Analyse der
DNA–Prima¨rstruktur, sie stellt im Anschluss eine basengenaue Analyse des PCR–Produktes dar.
Zur Mutationsanalyse der im Rahmen des kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms u¨berwie-
gend auftretenden Mutationen (Expansionen und Deletionen), sind die initial erla¨uterten Methoden
(Gelelektrophorese, Fragmentla¨ngenanalyse) grundsa¨tzlich ausreichend. Da im Rahmen dieser
Doktorarbeit die Etablierung eines neuen Diagnoseweges angestrebt wurde, und zudem in der
Literatur Vera¨nderungen der Basensequenz durch Punktmutationen und Allelverluste bei der PCR
aufgrund des GC–Reichtums des Genes berichtet werden, erfolgte zur Besta¨tigung und Absicherung
der Ergebnisse zusa¨tzlich die Sequenzierung des Genbereichs.
3.3.8.1. Grundlagen
Die Sequenzierreaktion beruht auf der, 1980 durch den Chemie Nobelpreis ausgezeichneten,
Kettenabbruchmethode von Frederick Sanger (Sanger et al. 1977).
Grundprinzip der Methode ist eine PCR Reaktion. Die Reaktion entha¨lt nur einen Primer, um eine
Verla¨ngerung nur eines komplementa¨ren DNA Stranges zu erreichen. Zusa¨tzlich zu den normalerweise
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beno¨tigten Desoxinucleosidtriphosphaten (dNTP) werden Didesoxinucleosidtriphosphate (ddNTP)
zum Reaktionsansatz gegeben. Diesen fehlt die zur Elongation des neuen DNA Stranges beno¨tigte
3´–OH Gruppe. Wird nach einer beliebigen Anzahl dNTPs ein ddNTP in den neuen Strang
eingebaut, ist keine Verla¨ngerung dieses Stranges mehr mo¨glich, es kommt zum Kettenabbruch.
Nach dem Zufallsprinzip entstehen somit unvollendete DNA Stra¨nge verschiedener La¨nge, die jeweils
ein ddNTP an ihrem Ende tragen. Die ddNTPs tragen, entsprechend der auf ihnen enthaltenen
Base (A, T, C, G), Markierungen und offenbaren hierdurch die Base, an der ein Kettenabbruch
erfolgte.
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Abbildung 3.4.: dNTP Kettenverla¨ngerung und ddNTP Kettenabbruch (Modifiziert nach Sanger et al.
1977)
Bei der urspru¨nglichen Methode nach Sanger et. al erfolgte diese Markierung radioaktiv. Der Reak-
tionsansatz musste, da eine Unterscheidung nicht mo¨glich war, fu¨r jede Base einzeln durchgefu¨hrt
und ausgewertet werden.
Seit Beginn der 90er Jahre ist die Markierung der Basen durch unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe
mo¨glich, Radioaktivita¨t ist nicht mehr vonno¨ten. Zudem kann, durch die unterschiedlichen Farbstoffe,
die Reaktion fu¨r die vier Basen gleichzeitig durchgefu¨hrt werden.
In der Auswertung werden die PCR Produkte elektrophoretisch aufgetrennt. Die Laufweite entspricht
ihrer La¨nge. Die Farbe zeigt die Base, an der der Kettenabbruch erfolgte. Somit ko¨nnen die Basen
zu ihrer Position auf dem DNA Strang in Beziehung gebracht werden. Die Basensequenz kann
letztendlich abgelesen werden.
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Abbildung 3.5.: Elektrophoretische Auftrennung der PCR Produkte (Schema) nach www.uni-protokolle.de
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Methode
In dieser Arbeit wurden mit Rhodamin–Farbstoffen markierte ddNTP’s (Rhodamin dye termina-
tor Kit; Applied Biosystems/Perkin Elmer, Weiterstadt) verwendet, wobei jede Base mit einer
unterschiedlichen Farbe markiert ist. Es wurde jeweils nur ein Primer der vorherigen Amplifika-
tion verwendet. Mit dieser Methode gelang es eine La¨nge von 500–600 bp in guter Qualita¨t zu
sequenzieren.
Sequenzieransatz
Reagenz Menge
Gereinigte DNA 1–2 ml
Primer (10 mM) 1 ml
Ready Reaction Mix 2 ml
H2O bidest. ad 5 ml
(a) Sequenzieransatz
Programm
Schritt Temperatur (°C) Dauer (s)
Denaturierung 96 15
Annealing 53 15
Elongation 60 240
Zyklenanzahl 30 mal
(b) Programm
Tabelle 3.16.: Sequenzieransatz und Programm
3.3.8.2. Pra¨zipitation der DNA
Die Auswertung der Sequenz wurde als Auftragsarbeit durch die Firma Eurofins–Medigenomix
durchgefu¨hrt, hierfu¨r war eine vorherige Pra¨zipitation der DNA erforderlich.
Die DNA wird zur Reinigung mit 0,1–fachem Volumen 3 M Na–O–Acetat (pH = 5,2) und 2,5–
fachem Volumen 98%igem Ethanol in einer Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit fu¨r
20 min gefa¨llt, das Pellet vorsichtig mit 100 ml 70%igem Ethanol gewaschen und durch eine acht
minu¨tige Zentrifugation auf den Boden eines Eppendorfgefa¨ßes pra¨zipitiert. Im Wa¨rmeschrank wird
das Pra¨zipitat, nach vorsichtiger Abnahme des U¨berstandes, 30 min bei 60 °C getrocknet.
Die Proben wurden auf einem 377 Sequenzer (Applied Biosystems/Perkin Elmer, Weiterstadt)
analysiert. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms Chromas
Lite der Firma Technelysium Pty Ltd., Australien.
3.3.8.3. Vorgehen
Initial wurden die in der Literatur genannten PCR Bedingungen in mehreren Versuchen opti-
miert. Insbesondere der Betaingehalt des Reaktionsansatzes wurde ermittelt. Durch Zugabe von
Magnesiumionen ließen sich stabile Resultate erzielen.
Nach dem Erhalt einer Probe erfolgte die Pra¨paration der DNA. Durch die PCR mit den entspre-
chenden Primern wurde initial der PA–Repeat des Exons III amplifiziert, da hier die ha¨ufigsten und
wahrscheinlich krankheitstypischen Mutationen stattfinden.
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Im Gelbild konnten die ersten Hinweise auf eine Mutation erkannt werden. Das Vererbungsmuster
der Mutation ist autosomal dominant. Im Falle der klassischen Mutation ließen sich im Gel zwei
Banden (Wildtyp/Mutation) erkennen. Lag keine Mutation vor, entstand nur eine Bande der zwei
sich u¨berlagernden Wildtypallele.
Zeigte das Gelbild keine Mutation, so erfolgte die weitere Diagnostik entsprechend des klinischen
Bildes. Bei klinisch gesunden Individuen (Eltern, Geschwister) beendeten wir die Diagnostik nach der
gelelektrophoretische Darstellung des PA–Repeats des Exons III. Eine Seqenzierung des homozygoten
Wildtypalles war, bei fehlendem klinischen Verdacht, nicht indiziert.
Beim Nachweis einer Mutation im Gelbild erfolgten die Fragmentla¨ngenanalyse und im Anschluss,
zum Ausschluss eines Allelverlustes im Rahmen der PCR Reaktion und Absicherung des Ergebnisses,
die Sequenzierung der Region.
Bei dem einzigen Patienten der, trotz des hochgradigen klinischen Verdachts, keine Vera¨nderung
im Polyalaninrepeat des Exons III zeigte, erfolgte die Darstellung des gesamten Exon III im Gelbild,
sowie zur Vollsta¨ndigkeit ebenfalls die Amplifikation der Exone I und II. Abschließend wurde bei
diesem Patienten die Sequenzierung der drei Exone durchgefu¨hrt.
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4.1. Eine orientierende Aussage u¨ber eine PHOX2B Mutation im
Polyalaninrepeat ist bereits nach Amplifikation und
Gelbilddarstellung mo¨glich
PCR-
Amplifikation
20/20 20/25 20/27 20/33 20/20 20/X20/20 20/X
Wildtyp
Expansions-
Mutation
Deletion
Abbildung 4.1.: Gelbild Amplifikation PA–Repeat PHOX2B, Rote Linie: Laufweite Wildtypallel 20 Alanine
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4.2 Die Fragmentla¨ngenanalyse eignet sich zur exakten Bestimmung der
Gro¨ßendifferenz zum Wildtypallel
M K N +15 +18 +18 N N N N N N+18 +18 M
H2O = Leerkontrolle M = Marker K = Kontrollperson
N = Normalbefund
Genotyp 20/20
+15 = Expansion 15 bp
Genotyp 20/25
+18 = Expansion 18 bp
Genotyp 20/26
Abbildung 4.2.: PHOX2B PA–Repeat Amplifikation Befunde
Als schnellsten und durchaus richtungweisenden Befund, erha¨lt man das Gelbild des in der PCR
amplifizierten Genabschnittes. Besondere Bedeutung kommt hier der Amplifikation des PA–Repeats
mit den Primern PA-r und PA-f zu. Im Rahmen dieser Amplifikation lassen sich in den meisten
Fa¨llen bereits die krankheitskausalen Vera¨nderungen darstellen.
Die Mutation ist dominant, bereits im heterozygoten Zustand entwickelt sich das Vollbild der
Erkrankung. Im Gelbild erkennt man das unvera¨nderte Wildtyp–Allel, codierend fu¨r 20 Alanine.
Im homozygoten Wildtyp (20/20), dem
”
gesunden“ Zustand, ergibt sich, durch die U¨berlappung
der beiden gleichgroßen Genabschnitte, letztendlich nur eine sichtbare Bande. Bei heterozygoten
Patienten erkennt man, neben dem Wildtyp–Allel, eine zweite Bande. Diese entsteht durch das
mutierte Allel mit entsprechend mehr oder weniger genetischem Material. Aus den verschiedenen
Gro¨ßen des PCR Produktes resultiert in der Gelelektrophorese eine vera¨nderte Laufweite. Der
Abstand zur Wildtyp Bande gibt einen Hinweis auf die Gro¨ße der zugrundeliegenden Expansion oder
Deletion. In unserem Patientengut erhielten wir ein Mutationsspektrum von einer 17 bp–Deletion
mit Verschiebung des Leserasters bis zu einer 39 bp–Expansion.
4.2. Die Fragmentla¨ngenanalyse eignet sich zur exakten
Bestimmung der Gro¨ßendifferenz zum Wildtypallel
Zur Bestimmung der La¨ngendifferenz heterozygoter Allele eignete sich die Fragmentla¨ngenanalyse.
Die fluoreszent markierten PCR Produkte wurden, zusammen mit entsprechenden Gro¨ßenmarkern,
in ein ABI 377 DNA Sequenziergera¨t gegeben. Die Auswertung der Fluoreszenzpeaks zeigt die
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Differenz in der La¨nge der PCR Fragmente. Diese Evaluationsmethode verfeinert und untermauert
die aus dem Gelbild getroffenen Vermutungen. Das Mutationsspektrum von der 17 bp–Deletion bis
zu 39 bp–Expansion wird besta¨tigt.
3000 3300
5600
4000
4800
3200
2400
1600
800
0
Abbildung 4.3.: Fragmentla¨ngenanalyse einer 15 bp–Expansion
4.3. Allelverluste werden durch PCR Sequenzierung ausgeschlossen
Im Rahmen der PCR kann es zu einem Allelverlust kommen. Zum Ausschluss dieser Mo¨glichkeit
wurde die DNA jedes Patienten mit klinischem Verdacht auf das Vorliegen eines CCHS, unabha¨ngig
von Gelbefund und Fragmentla¨ngenanalyse, sequenziert. In heterozygot vorliegenden Genen besta¨-
tigte der Erhalt zweier u¨berlappender Sequenzierungsbanden, mit u¨bereinstimmenden Gensequenzen
vor bzw. nach der Mutation, die regelrechte Amplifikation beider Allele, sowie das Ausmaß und die
Lokalisation der Mutation.
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4.3 Allelverluste werden durch PCR Sequenzierung ausgeschlossen
A A A A AG G G G G G G G G G GC C C C C C
CCCCCG G G G G GA
Abbildung 4.4.: Sequenzierreaktion mit Mutation (Doppelgipfel)
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5.1. Indexpatient D 17.1 mit einer 17 bp–Deletion (Frameshift
Mutation)
Indexpatient D 17.1 17 bp–Deletion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung  
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome  
Gastrointestinale Symptome  
ZNS Symptome  
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) 110
Tabelle 5.1.: Indexpatient D 17.1 mit einer 17 bp–Deletion
Klinische Angaben
Der Patient D 17.1 ist ein ma¨nnliches Fru¨hgeborenes der 32 Schwangerschaftswoche. Aufgrund
eines auffa¨lligen CTGs erfolgte die Geburt durch prima¨re Sectio cesarea. Das Geburtsgewicht
betrug 1.900 g. Die Prima¨radaptation erfolgte verzo¨gert, aufgrund einer respiratorischen Insuffizienz
musste der Junge im Rahmen der Erstversorgung intubiert und beatmet werden. Ein Entwo¨hnen
von der Beatmung war im weiteren klinischen Verlauf nicht mo¨glich. Im Alter von drei Monaten
wurde ein Tracheostoma angelegt.
Der durchgefu¨hrte Hyperkapnietest war pathologisch.
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Abbildung 5.1.: Patient D 17.1 Hyperkapnietest Befunde, erkennbar ist der stabile Herzfrequenzverlauf
trotz ansteigender CO2–Werte, Zeichen der Atemnot (Aufregung, Agitation) treten nicht auf
Nach Pra¨oxigenierung des Kindes und Pausierung der Atemhilfe wurde ein Anstieg des pCO2 bis
100 mmHg beobachtet, ohne dass der Junge eine A¨nderung der Atemzugstiefe oder Atemfrequenz
zeigte. Auch die Herzfrequenz blieb im Rahmen dieses Tests unvera¨ndert.
Es bestanden weitere Symptome.
Abbildung 5.2.: Patient D 17.1, fehlende Pupillenreaktion auf Lichteinfall
Die Pupillen waren besta¨ndig mittelweit und zeigten keine Reaktion auf Lichteinfall. Intermittierende
zerebrale Krampfanfa¨lle werden beschrieben, im EEG zeigen sich vereinzelte Epilepsietypische
Potentiale.
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Abbildung 5.3.: Pat. D 17.1 Abdomen–Leeraufnahme,
Kontrastmittel im Darm von 14 Tage zuru¨ckliegender
Untersuchung nachweisbar
Orale Nahrungszufuhr wurde nicht toleriert. Ra-
diologisch zeigte sich ein verzo¨gerter Kontrast-
mitteltransport. Kontrastmittel war noch 14
Tage nach der Untersuchung im Darm nach-
weisbar. Biopsien aus verschiedenen Darmbe-
reichen (Du¨nn– und Dickdarm) zeigten eine
komplette Aganglionose der Submucosa und
des intramuralen Plexus. Es wurden keine Ace-
tylcolin positiven Nervenendigungen, wie sie fu¨r
Morbus Hirschsprung typisch wa¨ren, gefunden.
Im Magen fand sich eine regelrechte Ganglien-
lokalisation. Die Anlage eines Ileostomas war
erforderlich, die Erna¨hrung erfolgte rein paren-
teral. Ha¨modynamisch blieb der Patient stabil,
zeigte jedoch therapierefrakta¨re stark schwan-
kende Blutdruckwerte. Eine erho¨hte Katechola-
minausscheidung im Urin oder eine Durchblutungssto¨rung der Nierenarterien konnte ausgeschlossen
werden, die Ursache der Blutdruckschwankungen konnte nicht gekla¨rt werden. Eine Assoziation zu
den Sto¨rungen des autonomen Nervensystems im Rahmen des CCHS wird vermutet. Der Junge
verstarb im Alter von einem Jahr. Tumore aus Neuralleistenzellen konnten nicht beobachtet werden.
Zusammenfassend handelt es sich bei diesem Patienten, bereits nach dem klinischen Aspekt, um
ein schwer ausgepra¨gtes Vollbild des CCHS mit mehreren assoziierten Symptomen. Betroffen
sind neben der Atmung insbesondere der Gastrointestinaltrakt, das ZNS mit Krampfanfa¨llen und
fehlender Lichtreaktion der Pupillen, sowie die Blutdrucksteuerung.
Die laborchemische Untersuchung zeigte eine Deletion im Exon 3 des PHOX2B Gens (721del17). Die
Deletion von 17 Basenpaaren fu¨hrt zu einer kompletten Verschiebung des aus Triplets bestehenden
Leserasters des genetischen Codes (Frameshift). Im mutierten Allel wird kein Polyalaninrepeat
gebildet. Die folgende Aminosa¨uresequenz ist vollsta¨ndig von der Wildtypsequenz verschieden. Ein
normalerweise nach 314 Triplets auftretendes Stop–Codon fehlt, bzw. tritt erst wesentlich spa¨ter
auf. Das gebildete Nonsens–Protein weist eine La¨nge von 352 Aminosa¨uren auf. Die Eltern, sowie
ein ma¨nnliches Halbgeschwister des Jungen, weisen keine Mutation im untersuchten Bereich auf.
Der Fall des Patienten wurde vero¨ffentlicht (Holzinger et al. 2005).
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5.2. Patientin E 18.1
Patientin E 18.1 18 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma #
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung #
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale Symptome #
ZNS Symptome  
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) 120
Tabelle 5.2.: Patientin E 18.1 mit einer 18 bp–Expansion
Das Ma¨dchen wurde reif geboren, die Schwangerschaft verlief, bis auf ein Polyhydramnion, un-
auffa¨llig. Die Geburt erfolgte durch Sectio in der 40. Schwangerschaftswoche. Im Rahmen der
Erstversorgung kam es zum verzo¨gerten Einsetzten der Eigenatmung, bei persistierenden Apnoen
erfolgte die tracheale Intubation des Ma¨dchens in den ersten Lebensminuten. Im weiteren Verlauf
bestand, fu¨r die ersten sieben Lebenswochen, die Notwendigkeit der mechanischen Ventilation. In
der achten Lebenswoche war die Extubation des Ma¨dchens mo¨glich. In den Blutgasanalysen zeigten
sich schwankende pCO2 Werte zwischen 40 und 120 mmHg, wobei die erho¨hten Werte in Ruhe und
Schlafphasen beobachtet wurden. Im Rahmen der Hyperkapniephasen kam es zu keinem erho¨hten
Sauerstoffbedarf. Zerebrale Krampfanfa¨lle, mit dem Nachweis multifokaler sharp waves im EEG,
sistierten unter Valproattherapie. Die durchgefu¨hrte erweiterte Diagnostik (MRT des Scha¨dels,
Thorax und Abdomens, UKG, Stoffwechseldiagnostik) zeigte altersentsprechende Normalbefunde.
Zusammenfassend handelt es sich, aufgrund des klinischen Bildes, um ein eher milde ausgepra¨gtes
CCHS, ohne die Notwendigkeit einer dauerhaften Beatmung im Sa¨uglingsalter. Neben den zerebralen
Krampfanfa¨llen werden keine weiteren assoziierten Symptome beschrieben.
In der molekulargenetischen Untersuchung zeigte sich eine heterozygote 18 bp–Expansion im
Bereich des Polyalaninrepeats des PHOX2B Gens. Bei dieser In–Frame–Mutation kommt es zu
keiner Verschiebung des Leserasters. Das gebildete Protein weist sechs zusa¨tzliche Alanine auf. Die
Untersuchung der genomischen DNA der Eltern erbrachte keine Auffa¨lligkeiten im Polyalaninrepeat.
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5.3. Patientin E 18.2
Patientin E 18.2 18 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale Symptome  
ZNS Symptome  
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) > 100
Tabelle 5.3.: Patientin E 18.2 mit einer 18 bp–Expansion
Die Geburt erfolgte nach unauffa¨lliger Schwangerschaft. Apgar 6/8/3 nach 1, 5 und 10 Minuten.
Die respiratorische Adaptation verlief verzo¨gert, es ergab sich keine ausreichende Eigenatmung.
Das Ma¨dchen wurde rezidivierend maskenbeatmet und nach der ersten Lebensstunde tracheal
intubiert. Der Hyperkapnietest war pathologisch, im Schlaf zeigten sich pCO2 Werte > 100
mmHg, ohne Einsetzen der Eigenatmung. Ein Tracheostoma wurde angelegt, na¨chtliche Beatmung
war erforderlich. In Wachphasen zeigte das Kind eine suffiziente Eigenatmung. Rezidivierendes
Erbrechen wird berichtet, das Kind ist jedoch vollsta¨ndig enteral erna¨hrbar. Die Otoakustischen
Emissionen sind beidseits pathologisch, der Sa¨ugling zeigt eine versta¨rkte Tra¨nensekretion, bei sonst
unauffa¨lligem ophthalmologischem Befund. Ein MRT des Scha¨dels zeigte einen altersentsprechenden
Normalbefund.
Im EKG besteht ein Linkstyp, ansonsten keine weiteren Auffa¨lligkeiten. Eine Bronchoskopie zeigt
einen Normalbefund.
In der molekulargenetischen Untersuchung zeigte sich eine heterozygote 18 bp–Expansion im
Bereich des Polyalaninrepeats des PHOX2B Gens.
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5.4. Patientin E 18.3
Patientin E 18.3 18 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome  
Gastrointestinale Symptome  
ZNS Symptome  (Fehlbildung)
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) > 150
Tabelle 5.4.: Patientin E 18.3 mit einer 18 bp–Expansion
Die Geburt des Ma¨dchens erfolgte in der 32+5 Schwangerschaftswoche, nach einer durch ein
Polyhydramnion komplizierten Schwangerschaft. Die postpartale Adaptation erfolgte verzo¨gert,
eine Intubation des Kindes wurde in der zweiten Lebensminute durchgefu¨hrt. Apgar Werte 2/2/4
nach 1, 5 und 10 Minuten. Im weiteren Verlauf erwies sich das Ma¨dchen, insbesondere im Schlaf,
als beatmungsabha¨ngig. Auch in Wachphasen war intermittierend eine Beatmung erforderlich.
Hyperkapniephasen mit pCO2–Werten von u¨ber 150 mmHg wurden berichtet. Ein Tracheostoma
wurde angelegt. Das Kind ist vollsta¨ndig enteral erna¨hrt, in der radiologischen Diagnostik zeigten
sich jedoch eine Neigung zur Aspiration des Kontrastmittels, sowie eine pathologische, teils
retrograd gerichtete O¨sophagusperistaltik bei noch leerem Magen. Der O¨sophagus erschien in
seiner Gesamtheit hypoton. Hinweise auf weitere gastrointestinale Fehlbildungen bestanden nicht,
Biopsien liegen nicht vor. Im MRT des Scha¨dels zeigten sich eine Kleinhirnwurmhypoplasie, sowie
eine Erweiterung der Cisterna magna. Aufgrund einer Asystolie im Rahmen einer Narkose, wurde,
im Alter von drei Jahren, ein Langzeit EKG durchgefu¨hrt. Bei auftretenden Pausen bis zu 15
Sekunden, wurde die Indikation zur Schrittmacherimplantation gestellt.
In der molekulargenetischen Untersuchung zeigte sich eine heterozygote 18 bp–Expansion im
Bereich des Polyalaninrepeats des PHOX2B Gens. Die Untersuchung der genomischen DNA der
Eltern erbrachte keine Auffa¨lligkeiten im Polyalaninrepeat.
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5.5. Patientin E 18.4
Patientin E 18.3 18 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn k. A.
Tracheostoma  
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome k. A.
Gastrointestinale Symptome k. A.
ZNS Symptome k. A.
Tumore k. A.
Max. pCO2 (mmHg) k. A.
Tabelle 5.5.: Patientin E 18.4 mit einer 18 bp–Expansion
Die Patientin ist tracheostomaversorgt. Eine Beatmungspflichtigkeit besteht nachts. Weitere Infor-
mationen liegen nicht vor. In der molekulargenetischen Untersuchung zeigte sich eine heterozygote
18 bp–Expansion im Bereich des Polyalaninrepeats des PHOX2B Gens.
5.6. Patient E 21.1
Patient E 21.1 21 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome  
Gastrointestinale Symptome #
ZNS Symptome  
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) > 100
Tabelle 5.6.: Patient E 21.1 mit einer 21 bp–Expansion
Der Junge wurde in der 39. Schwangerschaftswoche spontan entbunden. Die Schwangerschaft
verlief, bis auf ein erhebliches Polyhydramnion, unauffa¨llig. Die respiratorische Adaptation verlief
verzo¨gert. Apgar Werte 6/6/7 in der 1., 5. und 10. Lebensminute. Das Kind zeigte, trotz Masken-
beatmung und erheblicher Stimulation, keine ausreichende Erholung. Die Intubation erfolgte in
der ersten Lebensstunde. Im weiteren Verlauf zeigte der Junge, nach Extubationsversuchen, eine
im Wachzustand ausreichende Spontanatmung. Nach dem Einschlafen kam es zum Abflachen der
Atmung mit Hyperkapnieepisoden > 100 mmHg. Eine Methylxanthintherapie zeigte keinen Effekt.
Die Anlage eines Tracheostomas war erforderlich.
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Es bestand eine ausgepra¨gte arterielle Hypotension, der Junge war bis zum dritten Lebenstag
katecholaminpflichtig (Dobutamin).
Ein MRT des Scha¨dels ergab, bei normaler Anatomie, fragliche Hinweise auf eine a¨ltere Blutung im
Bereich des Tentoriums, zudem ebenfalls fragliche und sehr diskrete Signalanhebungen im Bereich
des Hypothalamus. Auffa¨llig ist weiterhin eine Signalanhebung im Bereich der Hypophyse. Normale
Markreifungsprozesse konnten vom beurteilenden Radiologen nicht ausgeschlossen werden. Der
Junge zeigte, neben einer rumpfbetonten Verminderung des Muskeltonus, noch auffa¨llige EEG
Befunde mit Amplitudenminderung rechts zentro–parietal, Epilepsietypische Potentiale konnten
nicht nachgewiesen werden. Die Okulomotorik war intakt. Auftretende Hypoglyca¨mieepisoden
machten in den ersten Lebenstagen eine intraveno¨se Glucosesubstitution erforderlich, sistierten
aber im Verlauf spontan.
In der genetischen Untersuchung konnten wir eine 21 bp–Expansion nachweisen. Diese resultiert in
einer Verla¨ngerung des Polyalaninrepeats von 7 Alaninen.
5.7. Patient E 21.2
Patient E 21.2 21 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma k. A.
24 h Beatmung k. A.
Na¨chtliche Beatmung k. A.
Kardiale Symptome k. A.
Gastrointestinale Symptome k. A.
ZNS Symptome k. A.
Tumore k. A.
Max. pCO2 (mmHg) k. A.
Tabelle 5.7.: Patient E 21.2 mit einer 21 bp–Expansion
Von diesem Patienten erhielten wir aus der Geburtsklinik nur die Einsendung des genetischen
Materials. Weitere Informationen zum klinischen Krankheitsverlauf liegen uns nicht vor.
In der molekulargenetischen Untersuchung zeigte sich eine heterozygote 21 bp–Expansion im
Bereich des Polyalaninrepeats des PHOX2B Gens. Die Untersuchung der genomischen DNA der
Eltern erbrachte keine Auffa¨lligkeiten im Polyalaninrepeat.
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5.8. Patientin E 17.1 mit einer 17 bp–Expansion (Frameshift
Mutation)
Patientin E 17.1 17 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma #
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung #
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale Symptome #
ZNS Symptome #
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) 60
Tabelle 5.8.: Patientin E 17.1 mit einer 17 bp–Expansion
Das Ma¨dchen wurde mit 36+3 Schwangerschaftswochen durch prima¨re Sectio caesarea bei Placenta
pra¨via entbunden. Das Kind zeigte postpartal eine unregelma¨ßige Spontanatmung. Eine pharyngeale
Beatmung war zur Stabilisierung des Atemmusters nicht ausreichen, das Ma¨dchen wurde am zweiten
Lebenstag intubiert. Ein Entwo¨hnen von der Beatmung war nur zo¨gerlich mo¨glich, die Extubation
erfolgte am achten Lebenstag. Weiterhin bestanden ha¨ufige und tiefe Sa¨ttigungsabfa¨lle im Tiefschlaf.
Eine Therapie mit Coffein reduzierte, nach klinischem Eindruck, die Ha¨ufigkeit der Sa¨ttigungsabfa¨lle.
Auffa¨llig blieb ein ausgepra¨gt periodisches Atemmuster. Die Verdachtsdiagnose eines CCHS wurde
ausgesprochen. Nach Extubation zeigte sich in den kapilla¨ren Blutgasen bei ausgeglichenem pH ein
pCO2 von 55 mmHg. Die Anlage eines Tracheostomas war nicht erforderlich, das Kind wurde im
Alter von sechs Wochen mit einem Heimmonitor und Heimsauerstoff nach Hause entlassen. Die
respiratorische Komponente des CCHS erscheint nur milde ausgepra¨gt. U¨ber den weiteren Verlauf,
eine eventuell auftretende Beatmungspflichtigkeit im Infektfall, liegen keine Informationen vor.
Die genetische Untersuchung zeigt eine Expansion von 17 Basenpaaren (721dup17). Die Duplikation
von 17 Basenpaaren fu¨hrt, a¨hnlich wie bei unserem Indexpatienten, zu einer kompletten Verschiebung
des aus Triplets bestehenden Leserasters des genetischen Codes (Frameshift). Da es durch die
Duplikation zu einem vorzeitigen Auftreten eines Stop–Codons kommt, ist, im Gegensatz zum
Indexpatienten, das resultierende Protein nur 313 Aminosa¨uren lang.
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5.9. Patient mit CCHS und Neuroblastom
Patient Neuroblastom Keine Mutation nachweisbar
Alter bei Symptombeginn Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome  
Gastrointestinale Symptome #
ZNS Symptome  
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) > 100
Tabelle 5.9.: Patient Neuroblastom
Der Junge wurde am Termin, nach einer unauffa¨lligen Schwangerschaft, geboren. In der sechsten
Lebensstunde war, aufgrund einer schweren Apnoeepisode, die Intubation erforderlich. Ausgepra¨gte
Hypoventilationsepisoden mit Hyperkapnie von > 100 mmHg, machten ein Entwo¨hnen von der
Beatmung unmo¨glich. Ein Tracheostoma wurde im Alter von zwei Monaten angelegt. Die Beatmung
war auch tagsu¨ber erforderlich. Im Alter von sechs Monaten konnte der Junge fu¨r 45 Minuten
ohne Atemhilfe stabile Sa¨ttigungswerte erzielen. Bereits in der ersten Lebenswoche, wurde eine
totale Aganglionose des Colons symptomatisch. Eine enterale Erna¨hrung des Sa¨uglings war nicht
mo¨glich. Der Junge zeigte weitere Symptome aus dem Formenkreis der Neurocristopathien. In der
ophthalmologischen Untersuchung fiel eine Anisocorie mit erweiterten, nicht auf Licht reagierenden
Pupillen auf. Der Augenschluss war unsymmetrisch, es bestand eine Ptosis des rechten Augenlides.
Weiterhin wurde ein profuses Schwitzen des Sa¨uglings beschrieben. Im Alter von fu¨nf Monaten
wurde ein schlecht differenziertes, abdominell gelegenes Neuroblastom diagnostiziert. Im PET–Scan
zeigte sich eine beidseitig paravertebral und im Bereich der Nebennieren lokalisierte Tumormasse.
Auch der rechte Lungenunterlappen war involviert. Aufgrund einer pra¨natal sonographisch gesehenen
Urethererweiterung, wurde ein Bestehen des Tumors bereits zum Zeitpunkt der Geburt vermutet.
Eine neoadjuvante Chemotherapie mit verschiedenen Schemata, konnte keine Reduktion der
Tumormasse erreichen, zeitweise kam es unter der Chemotherapie zu einer starken Gro¨ßenzunahme
des Tumors. Rezidivierende septische Krankheitsbilder komplizierten den Verlauf und schlossen
eine operative Tumorreduktion aus. Mit den Eltern wurde, angesichts der schlechten Prognose und
der hohen Morbidita¨t des Kindes, eine Therapieziela¨nderung vereinbart. Eine palliative Therapie
des Jungen wurde begonnen. Er verstarb im Alter von 11 Monaten im Rahmen einer Sepsis. Der
klinische Verlauf des Kindes wurde in der Literatur vero¨ffentlicht (Rohrer et al. 2002).
Zusammenfassend handelt es sich um ein schwer ausgepra¨gtes congenitales zentrales Hypo-
ventilationssyndrom, mit typischen assoziierten Symptomen einer Dysfunktion des autonomen
Nervensystems. Hinzu kommt das fru¨he Auftreten eines therapieresistenten Neuroblastoms.
60
5. Patienten
Der Patient zeigte im Gelbild nach Amplifikation des PA–Repeats einen Normalbefund. Aufgrund
des klinisch eindeutigen CCHS erfolgte initial die Sequenzierung des Exons III und anschließend,
bei ebenfalls unauffa¨lligem Ergebnis, die Sequenzierung der Exone I und II des PHOX2B Gens.
In der genetischen Untersuchung konnte von uns, trotz des klassischen und schwer ausgepra¨gten
Verlaufes, bislang keine Mutation im PHOX2B Gen nachgewiesen werden, eine weitere Diagnostik
ist angestrebt.
5.10. Familia¨re Fa¨lle
5.10.1. Familie E 15
Abbildung 5.4.: Stammbaum Familie E 15, klinisch gesunde Mutter Genotyp 20/25, Tochter mit Vollbild
CCHS Genotyp 20/25
5.10.1.1. Familie E 15.II – Betroffene Tochter
Fam E 15.II (Tochter) 15 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn 7 Stunden
Tracheostoma #
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung im Infekt  
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale Symptome  
ZNS Symptome  
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) > 110
Tabelle 5.10.: Familia¨rer Fall E 15.II (Tochter)
Das Ma¨dchen ist das zweite Kind einer klinisch gesunden 25–ja¨hrigen Mutter. Nach unauffa¨lliger
Schwangerschaft erfolgte die Spontangeburt am Termin. Postpartal wurde das Ma¨dchen als schlapp
beschrieben, die Prima¨radaption verlief ansonsten jedoch unauffa¨llig. Apgar 8/9/10 nach 1, 5 und 10
Minuten. Im Alter von 7 Stunden kam es zum Auftreten einer Zyanoseepisode. Im weiteren Verlauf
fielen eine zeitweise sehr flache Atmung und kapilla¨re pCO2–Werte von > 110 mmHg auf. Die
weitere Diagnostik erbrachte Hinweise auf das Vorliegen einer Achalasie des O¨sophagussphinkters
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mit rezidivierenden Refluxepisoden. Die Pupillen wurden als sehr miotisch beschrieben. Das Kind
zeigte eine ausgepra¨gte Apnoereaktion auf jegliche Art sedierender Medikamente. Das Ma¨dchen
beno¨tigte keine kontinuierliche Beatmung, die na¨chtliche Hypoventilation wurde bei stabilen
pCO2–Werten von 50–60 mmHg toleriert. Im Infekt ist eine CPAP Beatmung erforderlich.
Zur Prophylaxe einer pulmonalen Hypertension wird eine na¨chtliche CPAP Beatmung erwogen.
In der genetischen Untersuchung zeigt das Kind eine klassische heterozygote 15bp–Expansion im
PA–Repeat des PHOX2B Gens.
5.10.1.2. Familie E 15.I – Klinisch gesunde Mutter
Fam E 15.I (Mutter) 15 bp–Expansion
Alter bei Symptombeginn keine Symptome
Tracheostoma #
24 h Beatmung #
Na¨chtliche Beatmung #
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale Symptome #
ZNS Symptome #
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) normal
Tabelle 5.11.: Familia¨rer Fall E 15.I (Mutter)
In der genetischen Untersuchung der Eltern zeigte sich die asymptomatische Mutter des Ma¨dchens
ebenfalls heterozygot fu¨r die 15bp–Expansion im PA–Repeat des PHOX2B Gens. Um eine Ver-
unreinigung auszuschließen, baten wir um eine zweite Einsendung mu¨tterlichen Blutes, auch hier
besta¨tigte sich der Befund.
Eine detaillierte Schlafmedizinische Untersuchung der Mutter wurde veranlasst.
Im Schlafmuster zeigte sich eine etwas erho¨hte Fragmentation des Schlafes, mit vermehrtem
Auftreten von Wachepisoden, sonst ergaben sich keine pathologischen Befunde. Hypoventilationse-
pisoden sind nicht aufgetreten. Die Sauerstoffsa¨ttigung der Mutter lag im unteren Normbereich.
Eine gastrointestinale Beteiligung kann bei der Mutter nicht festgestellt werden. Auch weitere
Organsysteme sind nicht betroffen. Der Vater des Ma¨dchens und die a¨ltere Schwester weisen im
Bereich des PA–Repeats einen Normalbefund auf.
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5.10.2. Familie E 39 – Zwei betroffene To¨chter
? ?I
II
39.1 † 39.2
Abbildung 5.5.: Stammbaum Fam. E 39, zwei betroffene To¨chter, V. a. elterliches Keimbahnmosaik,
mu¨tterlicher oder va¨terlicher Ursprung nicht gekla¨rt
Gesunden Eltern wurden, im Abstand eines Jahres, zwei Kinder mit CCHS–Symptomatik geboren.
Die Familie hatte bereits vier Kinder, drei gesunde Buben, ein gesundes Ma¨dchen. Das a¨ltere
betroffene Ma¨dchen wurde als fu¨nftes Kind der Familie geboren. Die Geburt erfolgte spontan
am errechneten Geburtstermin. Direkt postpartal zeigte das Kind eine insuffiziente Eigenatmung
und musste intubiert werden. Im weiteren Verlauf war eine kontinuierliche Beatmung des Kindes
erforderlich, ein Tracheostoma wurde angelegt. Ein Entwo¨hnen von der Beatmung war auch
tagsu¨ber nicht mo¨glich. Assoziierte Symptome aus dem Formenkreis der Neurocristophathien
sind nicht aufgetreten. Die ausfu¨hrliche Diagnostik erbrachte keine pathologischen Befunde, die
die respiratorische Insuffizienz erkla¨ren konnten. Das ein Jahr ju¨ngere, sechste Kind der Familie,
ebenfalls ein Ma¨dchen, ist auch von CCHS betroffen. Der Krankheitsverlauf beider Kinder verlief
anna¨hernd gleich ausgepra¨gt. Beide Kinder wurden heimbeatmet entlassen und in Pflegefamilien
betreut. Das a¨ltere Ma¨dchen verstarb im Alter von fu¨nf Jahren, aufgrund einer unerkannten
Diskonektion von der Beatmungsmaschine. Das zweite Kind ist nun 14 Jahre alt und lebt weiterhin
bei seiner Pflegefamilie (Hammel et al. 2009).
Eine genetische Untersuchung des u¨berlebenden Kindes, der Eltern und der Geschwister, konnte
durchgefu¨hrt werden. Von dem verstorbenen Kind war keine DNA asserviert. In der genetischen
Untersuchung konnten wir bei der Patientin eine heterozygote 39 bp–Expansion im Polyalaninrepeat
des PHOX2B Gens nachweisen. Es handelte sich um eine Duplikation der Basenpaare c. 738–776,
die zu einer Verla¨ngerung des Proteins um 13 Alaninreste fu¨hrt. Nach bisherigen Vero¨ffentlichungen
stellt diese Mutation die la¨ngste bisher gefundene Expansion ohne Frameshift, innerhalb des
Polyalaninrepeats dar (Weese-Mayer et al. 2009).
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Fam E 39 Pat 39.1  39 bp–Expansion
Alter bei
Symptombeginn
Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung  
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale
Symptome
#
ZNS Symptome #
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) k. A.
(a) Patient 39.1
Fam E 39 Pat 39.2 39 bp–Expansion
Alter bei
Symptombeginn
Geburt
Tracheostoma  
24 h Beatmung  
Na¨chtliche Beatmung  
Kardiale Symptome #
Gastrointestinale
Symptome
#
ZNS Symptome #
Tumore #
Max. pCO2 (mmHg) k. A.
(b) Patient 39.2
Tabelle 5.12.: Familie E 39 Patienten 39.1 und 39.2
In der Leukozyten DNA der Eltern und der Geschwister fanden sich homozygote normale Allele.
Die Identita¨t der Eltern wurde durch Mikrosatellitenanalyse besta¨tigt. Als Analogschluss aus der
anna¨hernd identisch verlaufenden klinischen Symptomatik beider betroffener Kinder, kann man,
auch bei dem verstorbenen Kind, auf ein Vorliegen der 39 bp–Expansion schließen. Es besteht der
hochgradige Verdacht auf das Vorliegen eines Keimbahnmosaiks bei einem der Elternteile.
5.11. Es besteht eine Genotyp–Pha¨notyp Korrelation
Von mehreren Autoren wurde in der Literatur ein Zusammenhang zwischen Genotyp und Pha¨notyp
der Patienten postuliert (Weese-Mayer et al. 2003), (Matera et al. 2004) und (Trochet, O’Brien,
Gozal, Trang, Nordenskjo¨ld, Laudier, Svensson, Uhrig, Cole, Niemann, Munnich, Gaultier, Lyonnet
& Amiel 2005). Dieser la¨sst sich auch in unserem Patientengut besta¨tigen.
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Fam
E 15.II
15 Ex 20/25 # # # # # # # nor-
mal
Fam
E 15.II
15 Ex 20/25 # # #   #  110
E 17.1
17 Ex
20/
XFS
# # # k. A. # # # 60
E 18.1
18 Ex 20/26 # #   # #  120
E 18.2
18 Ex 20/26  #    #  100
E 18.3
18 Ex 20/26  #      150
E 18.4
18 Ex 20/26  #   k. A. k. A. k. A. k. A.
E 21.1
21 Ex 20/27  #   #   100
E 21.2
21 Ex 20/27 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.
Fam
E 39.1 
39 Ex 20/33     # #  k. A.
Fam
E 39.2
39 Ex 20/33     # #  k. A.
Indexpat.
D 17.1
17
Del
20/
XFS
       110
NB
V. a. NPARM      #  >
100
Mut.
bp
= Mutation Basenpaare TS = Tracheostoma 24 h = Beatmung 24 Stunden
Nachts = Beatmung nachts Infekt =
Beatmung in
Infektzeiten
GI =
Gastrointestinale
Symptome
Kardio =
Ha¨modynamische
Symptome
ZNS =
neurologische Symptome
(ANS/ZNS)
CO2 = berichtete CO2 Werte
NPARM =
Non–Polyalaninrepeat–
Mutation
k. A. = keine Angaben FS = Frameshift
Tabelle 5.14.: Genotyp–Pha¨notyp Korrelation; Vermehrtes Auftreten assoziierter Symptome bei zunehmen-
der Mutationsla¨nge
65
5.11 Es besteht eine Genotyp–Pha¨notyp Korrelation
5.11.1. Genotyp–Pha¨notyp Beziehung – Beatmungszeiten
Kinder mit CCHS beno¨tigen in den meisten Fa¨llen eine Atemhilfe, nur wenige Patienten kommen
ohne eine Unterstu¨tzung aus und zeigen nur geringfu¨gig erho¨hte pCO2–Werte.
Unsere asymptomatische Patientin E 15.I (Mutter) weist die ku¨rzeste beschriebene Expansion 15
bp auf, ebenso ihre Tochter (E 15.II), die nur in Infektzeiten eine Atemhilfe beno¨tigt.
In unserem Patientengut korreliert das Vorhandensein eines Tracheostomas mit einer bp–Expansion
von mehr als 18 Basenpaaren, ebenso tritt eine na¨chtliche Beatmungspflichtigkeit bei den Kindern
mit Expansionen ab 18 Basenpaaren auf. Eine 24–stu¨ndige Abha¨ngigkeit von der Beatmung besteht
bei den Patienten mit der la¨ngsten Expansion (+39 bp) bzw. einer kompletten Verschiebung des
Leserasters, die zu einer Verla¨ngerung des Proteines fu¨hrt.
Ein Zusammenhang zwischen der La¨nge der nachgewiesenen Expansionen und der Auspra¨gung der
angegebenen CO2–Retention, la¨sst sich nicht herstellen. Bereits Kinder mit dem Genotyp 20/25
entwickeln, ohne medizinisches Eingreifen CO2–Werte > 100 mmHg ohne Zeichen der Atemnot.
5.11.2. Genotyp–Pha¨notyp Beziehung – Gastrointestinale Symptome
Gastrointestinale Symptome sind mit dem kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndrom assozi-
iert. Die Maximalvariante, eine komplette Aganglionose des Darmes, ohne die fu¨r M. Hirschsprung
typische erho¨hte Acetylcholinesterase (erkla¨rbar durch das vollsta¨ndige Fehlen der Nervenzellen),
bestand bei unserem Indexpatienten mit der Frameshift Mutation. Eine enterale Erna¨hrung dieses
Kindes war nicht mo¨glich. Das Haddad Syndrom, die Kombination aus klassischem Morbus Hirsch-
sprung und CCHS, ist in unserem Patientengut einmalig aufgetreten, hier gelang kein Nachweis
einer Mutation innerhalb des Polyalaninrepeats. Die Beschreibung gastrointestinaler Probleme und
die Schwere der Auspra¨gung nahm, bei den von uns untersuchten Patienten, mit der La¨nge der
Expansionsmutation zu.
Patienten Genotyp Gastrointestinale Symptome
Fam E 15.I 20/25
Achalasie des O¨sophagussphinkters,
Trinkverhalten nicht beeintra¨chtigt
E 18.2 20/26 Rezidivierendes Erbrechen
E 18.3 20/26
Pathologische O¨sophagusperistaltik,
Gastroo¨sophagealer Reflux, rez. Aspirationen
D 17.1 20/X Frameshift
Komplette Aganglionose des Darmes, parenterale
Erna¨hrung
NB
Klinisches CCHS
PA unauffa¨llig
M. Hirschsprung
Tabelle 5.15.: Genotyp–Pha¨notyp Gastrointestinale Symptome
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5.11.3. Genotyp–Pha¨notyp Beziehung – ZNS/ANS–Symptome –
Neuralleistentumore
In dem von uns entwickelten Fragebogen wurden Symptome fu¨r Fehlregulationen des autonomen
Nervensystems erfragt. Wir fragten gezielt nach Schwitzen, versta¨rkter Tra¨nensekretion, kal-
ten/warmen Akren, Pupillenanomalien (Miosis, Mydriasis, fehlende Lichtreaktion). Zudem wurden
Symptome des zentralen Nervensystems, sowie das Auftreten von Neuralleistentumoren erhoben.
Ein Fall eines Neuroblastoms ist innerhalb unseres Patientengutes aufgetreten, hier konnte bei
klinisch gesichertem CCHS keine Mutation im PA–Repeat nachgewiesen werden. Bei drei Kindern
konnten visuelle Auffa¨lligkeiten (versta¨rkte Tra¨nensekretion, pathologische Pupillenreaktionen)
festgestellt werden, eine genotypspezifische Zuordnung war nicht mo¨glich. Muskula¨re Hypotonie
wurde bei vier Patienten unterschiedlicher Genotypen festgestellt. Bei der Auswertung der Befunde
ist eine Zunahme der beschriebenen Einzelsymptome autonomer Dysfunktion festzustellen. Es
konnte jedoch keine Zunahme bei den betroffenen involvierten Organsystemen festgestellt wer-
den. Besonders hervorzuheben ist eine Patientin (E 18.3, Genotyp 20/26), bei der im MRT des
Scha¨dels cerebella¨re Fehlbildungen nachgewiesen wurden. Nach den bisher angewandten klinischen
Diagnosekriterien der ATS (ATS 1999), durfte bei gesicherten Gehirnfehlbildungen die Diagnose
CCHS nicht gestellt werden.
Patienten Genotyp Neurologische Symptome
Fam E 15.II 20/25
Miotische Pupillen, keine Fixation, muskula¨re
Hypotonie, Bla¨sse
E 18.1 20/26
Versta¨rkte Tra¨nensekretion, Otoakustische
Emissionen nicht auslo¨sbar
E 18.2 20/26 Zerebrale Krampfanfa¨lle, muskula¨re Hypotonie
E 18.3 20/26 Zerebrale Fehlbildung, Kleinhirnwurmhypoplasie
E 21.1 20/27
Ausgepra¨gte muskula¨re Hypotonie, fahrige
Extremita¨tenbewegungen, EEG pathologisch,
langsame Erholung nach Sedativagaben,
Myoklonien der Fu¨ße
D 17.1 20/X Frameshift
Mittelweite, lichtstarre Pupillen, ausgepra¨gte
muskula¨re Hypotonie, zerebrale Krampfanfa¨lle
NB
Klinisches CCHS
PA unauffa¨llig
Neuroblastom
Tabelle 5.16.: Genotyp–Pha¨notyp Neurologische Symptome
5.11.4. Genotyp–Pha¨notyp Beziehung – Kardiovaskula¨re Symptome
Das Problemfeld der fehlenden autonomen Regulation kardiovaskula¨rer Parameter, trat auch in
unserem Patientengut bei Patienten mit Expansionen u¨ber 18 Basenpaaren auf. Der Patient
mit der Frameshift Mutation 17 Del/20 wies bereits im Neugeborenenalter schwer regulierbare
Blutdruckschwankungen auf. Katecholaminpflichtigkeit bestand bei einem Reifgeborenen mit
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Genotyp 20/27 bis zum dritten Lebenstag. Bei einer Patientin mit dem Genotyp 20/26 (E 18.3)
musste, im Alter von drei Jahren, aufgrund einer Asystolie bei einer Narkose und nachgewiesenen
Pausen im Langzeit–EKG von > 15 Sekunden, ein Herzschrittmacher implantiert werden.
Patienten Genotyp Kardiovaskula¨re Symptome
E 18.3 20/26
Asystolie narkoseassoziiert, Pausen im LZ–EKG
> 15 sec, Herzschrittmacher
E 21.1 20/27 Katecholaminpflichtigkeit bis 3. Lebenstag
D 17.1 20/X Frameshift Therapieresistente Blutdruckschwankungen
Tabelle 5.17.: Genotyp–Pha¨notyp Kardiovaskula¨re Symptome
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6. Diskussion
6.1. Genetische Diagnostik
Das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom ist eine multisymptomale Erkrankung des
autonomen Nervensystems, durch Sto¨rung der Migration der Neuralleistenzellen, im Rahmen der
embryologischen Entwicklung. Klinisches Hauptmerkmal stellt die alveola¨re Hypoventilation der
Patienten im Schlaf dar, die unter anderem durch eine Fehlfunktion der afferenten CO2–Rezeptoren
bedingt wird. Klinisch fehlt den Patienten der Automatismus des Atemantriebs, die Atmung im
Wachen ist im klassischen Fall unbeeintra¨chtigt, nachts ist eine Beatmung erforderlich. Kompliziert
wird das CCHS durch eine Reihe assoziierter Fehlfunktionen des autonomen Nervensystems. Die
genetische Grundlage des kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms wurde 2003/2004
durch mehrere Arbeitsgruppen fast zeitgleich entdeckt. Krankheitsverursachend sind in mehr als
90 % der Fa¨lle heterozygote Expansionen im Polyalaninrepeat des Exons 3 des PHOX2B Gens auf
Chromosom 4 (Amiel et al. 2003, Weese-Mayer et al. 2003).
Durch einen Undine–Patienten auf der Neonatologischen Intensivstation unseres Hauses, im Jahr
2004, wurden wir mit der zu diesem Zeitpunkt u¨blichen, aufwendigen Diagnosestellung des Syndroms
konfrontiert. Nach den Richtlinien der American Thoracic Society stellte das Undine–Syndrom eine
Ausschussdiagnose dar, die viele invasive und belastende Untersuchungen fu¨r das Kind beinhaltete
(incl. Darmbiopsie, Muskelbiopsie, MRT, etc.).
In dieser Arbeit wurde eine zuverla¨ssige Methode zur molekulargenetischen Diagnostik des kon-
genitalen zentralen Hypoventilationssyndroms in unserem Labor etabliert. Wir orientierten uns
hierfu¨r an dem von Weese-Mayer 2003 vero¨ffentlichen Protokollen und Primern (Weese-Mayer
et al. 2003). Auffa¨llig war in der Literatur die deutliche Diskrepanz der nachweisbaren Mutationen
bei verschieden Arbeitsgruppen. Wahrscheinlich sind niedrige Detektionsraten mit technischen
Problemen des Nachweises erkla¨rbar, da es sich um eine schwierig amplifizierbare DNA–Sequenz
handelt.
Quelle Untersuchte Patienten PHOX2B Mutationen
Sasaki et al. 2003 10 50 %
Amiel et al. 2003 29 62 %
Weese-Mayer et al. 2003 67 97 %
Tabelle 6.1.: Nachgewiesene Mutationsha¨ufigkeit bei klinisch gesichtertem CCHS, Literaturangaben ver-
schiedener Arbeitsgruppen
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6.2 Genotyp–Pha¨notyp Korrelation
Dieses Pha¨nomen wird durch den GC–Reichtum des PHOX2B Gens und einer selektiven Bevor-
zugung des ku¨rzeren Allels bei der PCR–Amplifikation erkla¨rt. Um diesem Effekt vorzubeugen,
erga¨nzte unsere Arbeitsgruppe das urspru¨ngliche Protokoll (Weese-Mayer et al. 2003) durch die
Zugabe von Betain bis zu einer Konzentration von 1,25 M. Hierdurch gelang uns der Mutations-
nachweis im PA–Repeat bei 92,3 % unserer im Vorfeld als undineverda¨chtig eingestuften Patienten
(n = 12). Bei den nach klinischen Kriterien ausgeschlossenen Patienten, konnte keine Mutation im
PA–Repeat nachgewiesen werden (n = 7). Nach neueren Literaturangaben findet sich, im gro¨ßten
vero¨ffentlichten Patientenkollektiv (Weese-Mayer et al. 2009), bei u¨ber 90 % der Patienten eine
Mutation im PA–Repeat. Wir kontrollierten die im Gelbild erhaltenen Befunde zusa¨tzlich durch
Durchfu¨hrung von Fragmentla¨ngenanalysen und Sequenzierungen, um einen mo¨glichen Allelverlust
zu erkennen. Falsch Positive Befunde sind nicht aufgetreten, nach Optimierung des Protokolls und
Zugabe von Betain, konnten auch falsch negative Befunde sicher vermieden werden.
Die Mutationen treten heterozygot auf, sechs unserer sieben untersuchten Elternpaare zeigten keine
nachweisbaren Mutationen im PA–Repeat der Leukozyten DNA. Die bei den Kindern nachgewiesenen
Mutationen mu¨ssen als
”
de novo“ betrachtet werden. Das Auftreten von isolierten Keimbahnmosaiken
ist jedoch mo¨glich und wurde bei uns in einer Familie mit hoher Wahrscheinlichkeit besta¨tigt.
Dieser Tatsache muss in einer genetischen Beratung betroffener Familien beru¨cksichtigt werden.
Eine asymptomatische Mutter trug die bei ihrer Tochter krankheitsverursachende milde PHOX2B
Mutation (Genotyp 20/25). Aufgrund dieser variablen Penetranz, la¨sst sich eine Beteiligung von
Modifier–Genen vermuten. Mo¨glich ist auch das Vorliegen eines genetischen Mosaiks bei der Mutter,
dies konnte in neueren Untersuchungen bei Familien mit a¨hnlicher Konstellation nachgewiesen
werden (Parodi et al. 2008). Die Mutation ist autosomal dominant. Ein rezessiver Erbgang ist,
angesichts der hohen Zahl klinisch gesicherter heterozygoter Fa¨lle und nachgewiesener vertikaler
U¨bertragung, auszuschließen.
6.2. Genotyp–Pha¨notyp Korrelation
Der von uns entwickelte Fragebogen erfasste Symptome mehrerer autonomer Regelkreise. Eine
Genotyp–Pha¨notyp Korrelation wurde zu Beginn dieser Arbeit von einzelnen Arbeitsgruppen
berichtet (Weese-Mayer et al. 2003). Insbesondere fu¨r die Abha¨ngigkeit von der Beatmung, konnte
im Rahmen dieser Arbeit eine klare Genotyp–Pha¨notyp Korrelation festgestellt werden.
Diese Befunde decken sich mit neueren Angaben der Literatur (Weese-Mayer et al. 2009). Sel-
ten betrifft ganzta¨gige Abha¨ngigkeit von der Beatmung Individuen mit den Genotypen 20/25
(Exp 15), hier sind Beatmungszeiten, wie bei unserer Patientin, mit Infekten oder Exposition zu
atemdepressiven Stoffen assoziiert. Variable Beatmungspflichtigkeit im Wachen, die insbesondere
vom Aktivita¨tslevel des Patienten beeinflusst werden kann, wird bei Genotypen 20/26 (Exp 18)
beobachtet. Ho¨hergradige Expansionen, Mutationen mit Leserasterverschiebungen und hieraus
resultierenden Verla¨ngerungen des Proteins, oder Mutationen außerhalb des Polyalaninrepeats, sind
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mit einer hohen, meist dauerhaften Abha¨ngigkeit von einer Atemhilfe assoziiert (Berry-Kravis et al.
2006). Eine Leserasterverschiebung, mit einer resultierenden Verku¨rzung des Proteins, fu¨hrt in
unserem Patientengut jedoch zu einer milden respiratorischen Auspra¨gung des CCHS.
Die Beschreibung gastrointestinaler Probleme und die Schwere der Auspra¨gung, nahm bei den von
uns untersuchten Patienten mit der La¨nge der Expansionsmutation zu.
Ein signifikanter Zusammenhang zu einem einzelnen Symptom, konnte aufgrund der Vielfa¨ltigkeit
der beschriebenen Probleme und unserer geringen Probandenzahl, hier nicht hergestellt werden. In
der Literatur ist das Auftreten gastrointestinaler Beschwerden jedoch ebenfalls mit ho¨hergradigen
Expansionen, Frameshift oder seltenen Mutationen außerhalb des PA–Repeats assoziiert. Bei
Expansionen von nur 15 oder 18 bp wurde bislang kein Patient mit assoziiertem Hirschsprung
Syndrom beschrieben. Weese-Mayer benennt das Auftreten eines M. Hirschsprung bei einem
CCHS Patienten, als besten Indikator fu¨r das Bestehen einer Mutation außerhalb des PA–Repeats
(Weese-Mayer et al. 2009).
Fehlregulationen des autonomen Nervensystems (profuses Schwitzen, lichtstarre Pupillen, versta¨rk-
te Tra¨nensekretion, Mundtrockenheit, etc.) werden im Rahmen des CCHS ha¨ufig beschrieben
(Patwari et al. 2010). In dem von uns entwickelten Fragebogen wurden Symptome autonomer
Dysfunktionen erfragt. Von den behandelnden A¨rzten wurden mehrfach Symptome des zentralen
Nervensystems (zerebrale Krampfanfa¨lle, muskula¨re Hypotonie, lichtstarre Pupillen) berichtet. Eine
gewisse Verfa¨lschung der Ergebnisse, durch das geringe Alter der untersuchten Patienten, die
ungenaue klinische U¨berpru¨fbarkeit autonomer Symptome, stattgefundene Reanimations- oder
Asphyxieereignisse ist nicht auszuschließen (Axelrod et al. 2006). Besonders hervorzuheben ist eine
Patientin (Genotyp 20/26), bei der im MRT des Scha¨dels cerebella¨re Fehlbildungen nachgewiesen
wurden. Nach den bisher angewandten klinischen Diagnosekriterien der ATS (ATS 1999), durfte
bei gesicherten Gehirnfehlbildungen die Diagnose CCHS nicht gestellt werden. Durch den Nachweis
der Mutation im Rahmen dieser Arbeit, konnte das Krankheitsbild der Patientin jedoch klar als
CCHS definiert werden.
Ein Fall eines Neuroblastoms ist innerhalb unseres Patientengutes aufgetreten. In U¨bereinstim-
mung mit der Literatur, lies sich bei diesem Patienten, trotz klinischem Vollbild des Syndroms,
keine der typischen Expansionen im Polyalaninrepeat nachweisen, das Vorliegen einer Mutation
außerhalb des Exon 3 wird vermutet (Berry-Kravis et al. 2006). In unseren Untersuchungen gelang
jedoch bei diesem Patienten kein Mutationsnachweis in der gesamten codierenden Region des
Gens. Weese-Mayer, et al. 2009 berichten insbesondere bei Patienten mit Mutationen außerhalb
des Polyalaninbereiches, Frameshift oder Missence Mutationen von einem erho¨hten Risiko fu¨r
das Auftreten von Neuralleistentumoren. Bei Patienten mit klassischen Polyalaninexpansionen,
werden derartige Tumore bei ho¨hergradigen Expansionen 20/29 (Exp 27), 20/33 (Exp 39) oder
Frameshiftmutationen beobachtet. Fu¨r diese Patienten wird eine regelma¨ßige Bildgebung zur Suche
nach Neuralleistentumoren empfohlen (Trochet, O’Brien, Gozal, Trang, Nordenskjo¨ld, Laudier,
Svensson, Uhrig, Cole, Niemann, Munnich, Gaultier, Lyonnet & Amiel 2005) (Weese-Mayer et al.
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2009). Auch unsere Patientin E 17.1, bei der es durch eine 17 bp–Duplikation zu einer Verschiebung
des Leserasters kommt, wird engmaschigen Nachkontrollen zur Fru¨herkennung von Neuroblastomen
unterzogen werden. Bei einem in der Literatur vorbeschriebenen Fall, mit identischer Mutation,
kam es im Alter von acht Monaten zum Auftreten zweier prima¨rer Neuroblastome (van Limpt et al.
2004).
Das Problemfeld der fehlenden autonomen Regulation kardiovaskula¨rer Parameter, trat in unserem
Patientengut bei Patienten mit Expansionen u¨ber 18 Basenpaaren und dem Patienten mit der
Frameshift Mutation (D 17.1) auf. Diese Befunde werden durch die Literatur besta¨tigt und
ergeben fu¨r die klinische Arbeit wichtige Aspekte. Tran et al. wiesen 2003 Vera¨nderungen im
zirkadianen Rhythmus der Blutdruckwerte bei CCHS Patienten nach. 2008 berichteten Gronli
et al. (Gronli et al. 2008) von signifikanten Vera¨nderungen in Langzeit–EKG Auswertungen von
CCHS Patienten. Bei CCHS Patienten wurde ein erho¨htes Risiko fu¨r das Auftreten eines plo¨tzlichen
Herztodes, durch verla¨ngerte “Beat–to–Beat” Absta¨nde im Langzeit EKG nachgewiesen. Pausen
zwischen zwei Herzaktionen traten ha¨ufiger und la¨nger auf, als bei gesunden Vergleichspersonen.
Bei bestimmten Patienten wurde, aufgrund dieser Befunde, ein Herzschrittmacher implantiert.
Der Gruppe gelang es einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp und den EKG Vera¨nderungen
festzustellen. Laut Gronli besteht ein erho¨htes Risiko insbesondere fu¨r Patienten mit den Genotypen
20/27 oder 20/26, jedoch wurden in der Studie nur wenige Patienten anderer Genotypen und keine
Patienten mit Mutationen außerhalb des PA–Repeats untersucht. Da eine Langzeit–EKG Messung
ein nicht invasives, kostengu¨nstiges und auch von kleinen Kindern gut toleriertes diagnostisches
Mittel darstellt, ist eine regelma¨ßige Kontrolle, nach unserer Ansicht, bei allen CCHS Patienten,
unabha¨ngig vom Genotyp, empfehlenswert. La¨ngere Aufzeichnungsphasen (72 Stunden) sind laut
Gronli zu Erfassung der Variabilita¨ten erforderlich. Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft
fu¨r Kardiologie, stellen Pausen > 3 Sekunden beim asymptomatischen, herzgesunden Patienten
keine Indikation zur Implantation eines Schrittmachers dar (Lemke et al. 2005). Dies sollte
jedoch bei pa¨diatrischen Patienten mit bekanntem CCHS neu u¨berdacht werden. Im Zweifel
sollte bei einem CCHS Patienten, mit nachgewiesenen Pausen im LZ–EKG von mehr als drei
Sekunden, angesichts des erho¨hten Risikos eines plo¨tzlichen Herztodes, die Entscheidung fu¨r eine
Schrittmachertherapie getroffen werden (Gronli et al. 2008). Besondere Vorsicht ist auch bei der
Verabreichung kardiodepressiver Substanzen (z. B. Propofol®) gegeben, dies muss bei geplanten
Narkosen gesondert beru¨cksichtigt werden (Strauser et al. 1999).
6.3. Klinische Empfehlungen zur Diagnosestellung und Diagnostik
bei CCHS
In Anlehnung an die Ergebnisse dieser Arbeit und den vorliegenden Literaturberichten, konnte ein
Algorithmus zum klinischen Vorgehen bei Verdacht auf das Vorliegen eines CCHS entwickelt werden.
Als klinisch sensitives, jedoch nur bedingt spezifisches diagnostisches Merkmal, la¨sst sich die Hyper-
72
6. Diskussion
kapnie verwerten. Diese bestand bei unseren Patienten, unabha¨ngig vom Genotyp, auch bei milden
Varianten. Wird die Verdachtsdiagnose CCHS gestellt, so ist aufgrund der guten Durchfu¨hrbarkeit
und Zuverla¨ssigkeit, bereits zu diesem Zeitpunkt eine genetische Untersuchung des PA–Repeats
des PHOX2B Gens indiziert. Bis zum Erhalt des Ergebnisses, sollten weitere Untersuchungen
zum Ausschluss anderer Hyperkapnieursachen durchgefu¨hrt werden. Eine weitergehende genetische
Untersuchung (Sequenzierung des Gens), ist nur bei fortbestehendem klinischem Verdacht und
unauffa¨lligem Polyalaninrepeat erforderlich.
Aufgrund der bestehenden Genotyp–Pha¨notyp Korrelation, sollte nach Erhalt der genetischen
Diagnosestellung der Umfang der erforderlichen weiteren Betreuung des Patienten abgestimmt
werden.
Zudem ist es empfehlenswert, zum fru¨hest mo¨glichen Zeitpunkt die Planung einer Heimbeatmung
mit entsprechender pflegerischer Unterstu¨tzung, sowie eine ausfu¨hrliche Anleitung der Eltern zu
organisieren (Fisher 1991, Cseke 2008).
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Klinisches Procedere bei Verdacht auf CCHS 
Rezidivierende Hyperkapnie des Neugeborenen/Säuglings 
ohne erkennbare organische Ursache 
Klinischer Ausschluss von akuten Ereignissen, Infektionen, Traumata, Fremdkörperaspiration, Intoxikation, Unreife, Iatrogenen 
Ursachen (Sedativa, Beatmungseinstellungen) 
Hyperkapnietest 
(Erhöhung der Atemfrequenz, Erhöhung 
des Tidalvolumens, Unruhe, Erwachen, 
Husten, Schnarchen) 
PA-Mutation 
CCHS 
unwahrscheinlich 
- Schlafapnoesyndrom 
- Obstruktive Episoden 
- Stoffwechseldefekte  
- Neuromuskuläre Erkrankungen 
- Hirnstammprozesse 
- Ggf. Diagnosestellung CCHS als 
- Ausschlussdiagnose 
Sequenzierung Exon III 
ggf. Exon I/II 
Non-PA-Mutation 
Unauffällig 
Regelrechte Reaktion auf  
Hyperkapnie 
Fortbestehen des klinischen 
Verdachtes 
weitere Diagnostik 
Pathologisch 
(bei ca. 10 % der CCHS Fälle) 
Pathologisch 
Fehlende/Reduzierte Reaktion auf  
Hyperkapnie 
Genetische Beratung der Eltern, genetische Untersuchung beider Eltern (meist Neumutation) 
Möglichkeit einer Keimbahnmutation bedenken 
Pathologisch 
(bei > 90 % der CCHS Fälle) 
Unauffällig 
Fortbestehen des klinischen  
Verdachtes 
unauffällig 
Genetische Diagnostik 
Untersuchung des PA-Repeats 
(weitere Diagnostik bis zum Erhalt des 
Ergebnisses) 
Verdachtsdiagnose CCHS 
Abbildung 6.1.: Klinisches Procedere bei V. a. CCHS (Empfehlungen angelehnt an Gronli et al. 2008 und
Weese-Mayer et al. 2009)
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Abbildung 6.2.: Klinisches Procedere bei Mutationsnachweis im PHOX2B Gen (Empfehlungen angelehnt
an Gronli et al. 2008 und Weese-Mayer et al. 2009)
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6.4. Genetische Beratung betroffener Familien
Die Mutationen des PHOX2B Gens vererben sich autosomal dominant.
Kinder eines CCHS–Patienten haben, analog des dominanten Erbganges, ebenfalls ein 50%iges
Risiko die Mutation, und damit auch das Krankheitsbild, zu erben.
Tra¨ger eines somatischen Mosaiks tragen eine
”
de novo“ entstandene Mutation, da die U¨bertra-
gung eines somatischen Mosaiks genetisch nicht mo¨glich ist.
Fu¨r Kinder eines Tra¨gers mit genetischem Mosaik besteht ein Wiederholungsrisiko und Erkran-
kungsrisiko von bis zu 50 %. Dieses Risiko besteht nur fu¨r Kinder des Mosaiktra¨gers, jedoch nicht
fu¨r weitere Familienmitglieder (z. B. Geschwister des Mosaiktra¨gers).
Tra¨ger eines Keimbahnmosaiks ohne klinische Symptome, ko¨nnen die Mutation u¨ber mehrere
Generationen weitergeben oder ererbt haben (Weese-Mayer et al. 2009). Zum Abscha¨tzen des
Wiederholungsrisikos ist hier eine genetische Untersuchung aller Familienmitglieder empfohlen, die
die Mutation ererbt haben ko¨nnten, meist la¨sst sich ein Indexfall feststellen.
6.4.1. Pra¨natale Diagnostik
Eine Pra¨natale Diagnostik ist mo¨glich (Weese-Mayer et al. 2009).
Eine Empfehlung wird fu¨r Personen mit bekanntem somatischem Mosaik ausgesprochen. Ein
u¨berwiegend paternaler oder maternaler Erbgang konnte noch nicht nachgewiesen werden.
Da ein Keimbahnmosaik, auch bei unauffa¨lliger genetischer Untersuchung von Eltern eines CCHS
Patienten, nicht ausgeschlossen werden kann, ist eine pra¨natale Diagnostik fu¨r jede weitere
Schwangerschaft empfehlenswert.
6.5. Limitationen der Arbeit und Ausblicke
Das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom fa¨llt in die Gruppe der sogenannten
”
Orphan
Diseases“ und ist mit einer Inzidenz von 1:180.000 Geburten (Scho¨ber et al. 1994) als selten
einzustufen. Rechnerisch werden in Deutschland ja¨hrlich vier Kinder mit CCHS geboren. Die in
dieser Arbeit diagnostizierten Fa¨lle (n = 12) erfassen statistisch einen Großteil der in Deutschland
betroffenen Neugeborenen der Jahre 2004–2008.
Aussagen zur Genotyp–Pha¨notyp Korrelation werden naturgema¨ß mit steigender Patientenzahl
fundierter, dies limitiert die Aussagekraft der hier erhobenen Befunde.
Es wurde versucht, dieses Defizit, durch Auswertung der vorhandenen Literatur und Vergleiche mit
den eigenen Befunden, auszugleichen. Eine weitere Ungenauigkeitsquelle liegt in der schlechten
Diagnostizierbarkeit autonomer Fehlfunktionen beim Neugeborenen (profuses Schwitzen, Schwindel,
orthostatische Dysregulation). Ein Fall eines schwer ausgepra¨gten CCHS mit multiplen assoziierten
Symptomen und Neuroblastom, konnte in unseren Untersuchungen nicht gekla¨rt werden. Eine
Mutation außerhalb des Polyalaninrepeats wurde vermutet, die Sequenzierung der drei Exone
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ergab jedoch einen Normalbefund. Ein U¨bersehen einer klassischen Expansionsmutation erscheint
unwahrscheinlich. Eine extrem lange Expansion ko¨nnte gegebenenfalls durch PCR–Stotter–Banden,
wie sie in der Diagnostik des Fragilen–X–Chromosoms Verwendung finden (Saluto et al. 2005),
nachgewiesen werden – eine derartige Mutation wurde jedoch in der Literatur bislang nicht
beschrieben. In der Literatur wird, angesichts derartiger Fa¨lle, die Frage nach dem Vorliegen von
Modifier Genen aufgeworfen. Diese ko¨nnten ein Vollbild des CCHS, ohne Mutationsnachweis in den
codierenden Regionen des PHOX2B Gens, erkla¨ren (Weese-Mayer et al. 2009). Hier ist weitere
Diagnostik erforderlich. Ebenso sind funktionelle Untersuchungen no¨tig, um dominante Mutationen
mit scheinbar unvollsta¨ndiger Penetranz, wie sie bei der asymptomatischen Mutter einer unserer
Patientinnen vorliegt, erkla¨ren zu ko¨nnen. Zudem muss gekla¨rt werden, aus welchem Grund la¨ngere
Expansionen zu schwereren Krankheitsbildern fu¨hren. Gibt es eine toxic gain of function, eine
zunehmende Scha¨digung der Zellfunktionen durch das mutierte Protein, die u¨ber den reinen Ausfall
des Proteins hinausgeht? Ein Gedankenmodell zur Untersuchung dieser Fragen wurde im Rahmen
dieser Arbeit entwickelt.
PHOX2B
mit verschiedenen Mutationen
p-Flag-CMV-
Vektor
Zelle
Kontrolle der 
Transfektion
Transcriptions-
faktor
Aktivierung des Dopamin-beta-Hydroxylase-Gens durch das Genprodukt von PHOX2B
pGL3-basic 
Vektor mit 
Luciferase
DBH
Abbildung 6.3.: Aktivierung des Dopamin–β–Hydroxylase–Gens (DBH) durch das Genprodukt von PHOX2B,
Verschiedene Mutationen bewirken eine vera¨nderte Funktionalita¨t des Transkriptionsfaktors und somit eine
vera¨nderte Aktivierung der Luciferase (Leuchtkraft)
Verschiedene Arbeitsgruppen haben mit a¨hnlichen Modellen bereits Funktionsuntersuchungen
durchgefu¨hrt (Trochet, Hong, Lim, Brunet, Munnich, Kim, Lyonnet, Goridis & Amiel 2005). Fu¨r
das mutierte Protein konnte eine vera¨nderte Bindungsfa¨higkeit an den Dopamin–b–Hydroxylase
Promotor (DBH ist ein Schlu¨sselenzym der Katecholaminsynthese) nachgewiesen werden. Zudem
neigt das vera¨nderte Protein zu Bildung von Aggregaten im Zytoplasma. Auch hier zeigt sich ein
weites Feld interessanter Forschungsgebiete.
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7. Zusammenfassung
Das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom ist eine multisymptomale Erkrankung des
autonomen Nervensystems, durch Sto¨rung der Migration der Neuralleistenzellen, im Rahmen der
embryologischen Entwicklung.
Klinisches Hauptmerkmal stellt die alveola¨re Hypoventilation der Patienten im Schlaf dar. Den
Patienten fehlt der Automatismus des Atemantriebs, die Atmung im Wachen ist im klassischen Fall
unbeeintra¨chtigt, nachts ist eine Beatmung erforderlich. Die Diagnosestellung dieses Syndroms, war
bislang nur als Ausschlussdiagnose, mit entsprechendem Zeitaufwand und klinischen Belastungen
des Patienten, durch invasive Diagnostik mo¨glich. Im Jahr 2003 wurden Mutationen im PHOX2B
Gen als ursa¨chlich fu¨r das Auftreten eines kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms nach-
gewiesen. Es gelang im Rahmen dieser Arbeit, in Anlehnung an ein in der Literatur vero¨ffentlichtes
Protokoll, eine genetische Diagnostik des CCHS in unserem Labor zu etablieren. Die initial auch
in der Literatur beschriebenen Probleme der Allelverluste im Rahmen der PCR, konnten durch
Modifikationen der Methode behoben werden. Zusa¨tzlich wurden die im Gelbild erhobenen Befunde
durch Fragmentla¨ngenanalysen und Sequenzierungen des Genabschnittes verifiziert. Es konnten
von 2004 bis 2008 bei 12 Patienten Mutationen im PHOX2B Gen nachgewiesen werden. Eine
der nachgewiesenen Expansionsmutationen stellt die la¨ngste bislang in der Literatur beschriebene
Expansion dar. Zudem wurden zwei familia¨re Fa¨lle aufgedeckt. Hierbei handelte es sich in einer
Familie um eine Keimbahnmutation mit zwei betroffenen Kindern, und in einer zweiten Familie,
um eine U¨bertragung von einer asymptomatischen Mutationstra¨gerin auf ihre Tochter. In unserem
Patientengut besteht bei 92 % der Patienten eine Mutation im 20 Alanine umfassenden Polyalaninre-
peat des PHOX2B Gens. Dies stimmt mit der nachgewiesenen Mutationsha¨ufigkeit in der Literatur
u¨berein. Es treten meist Expansionen, mit einer Verla¨ngerung des Polyalaninrepeats von 25–39
Alaninen auf, jedoch sind auch Deletionen und Frameshiftmutatationen mo¨glich. Mit einem im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Fragebogen, wurden bei den einsendenden A¨rzten Informationen
zum Krankheitsbild erhoben. Eine Genotyp–Pha¨notyp Korrelation konnte nachgewiesen werden.
La¨ngere Expansionen (> 28 Alanine) wiesen, neben der respiratorischen Komponente, ha¨ufiger
assoziierte Fehlbildungen aus dem Bereich der Neurocristopathien auf. Die genetische Untersuchung
ermo¨glicht somit, neben der reinen Krankheitsdiagnose, auch noch eine prognostische Einscha¨tzung
des Krankheitsverlaufes, sowie eine Anpassung weiterer diagnostischer Schritte.
Zusammenfassend sind die fu¨r das CCHS ursa¨chlichen PHOX2B Mutationen durch eine Mutati-
onsanalyse gut und sicher nachweisbar. Amplifikation und Geldarstellung des Polyalaninrepeats
stellen ein methodisch gut durchfu¨hrbares, und fu¨r mo¨gliche Verdachtspatienten kaum belastendes,
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Verfahren dar. Eine fru¨he und sichere Diagnosestellung des CCHS und – aufgrund der bestehenden
Genotyp–Pha¨notyp Korrelation – auch eine Prognosebeurteilung, werden hierdurch ermo¨glicht.
Der Status als
”
Ausschlussdiagnose” mit der Notwendigkeit multipler, belastender und invasiver
Diagnostik, ist fu¨r das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom, nach heutigem Stand, nicht
mehr gerechtfertigt.
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A. Genomische DNA–Sequenz von PHOX2B
5101 aagcgccagc aataagacca accgctttgc tattgtccaa gtggaaagag ccaagtttat
5161 tatgaggact atatgctcta gagacctcag acaaggcatc tcataggagg ctttttcata
5221 aaactaggct ctgctggtag taaggaggcc agtttggagg caggcgttga gctgtgcaca
5281 tctccccact ccagccacct tctccatatc catcttttat ttcatttttc cacttggctg
5341 agccatccag aaccttttca atgtataaaa tggaatattc ttacctcaat tcctctgcct
5401 acgagtcctg tatggctggg atggacacct cgagcctggc ttcagcctat gctgacttca
5461 gttcctgcag ccaggccagt ggcttccagt ataacccgat aaggaccact tttggggcca
5521 cgtccggctg cccttccctc acgccgggat cctgcagcct gggcaccctc agggaccacc
5581 agagcagtcc gtacgccgca ggtaaggacc ttcagctttc tcagcggagg aagccgcctt
5641 tccgcccgta tataggaagc cttgattgca tttgaaaatg gaaatgtgtt tagtatttac
5701 caaacgaaat ttgcttacac aaatgaaaga atttatcacg ttagaagcga ttgcagggag
5761 gggtaattca cttacagggt tacactatcc tagtcacacc cgaaccgcca acaaaattat
5821 cttaagctgc caaaatgata ggcataattt atttactttg cgatgagacg taaagcttag
5881 aaaataatta aataacaaag agtaaagctc attactggca gtgtctcttt ttttaagaac
5941 cgacagcggc tcacacctct ttggctggtc atttttatga ttatttcttt aatttattat
6001 tatttttttg cagctctttc ccccaacttt tgagccgggt caactttctg agaattgaaa
6061 agttcccaaa gtgggactgt ttggtaactt ctttcctggc tccctgatat tccgactgat
6121 gtttttggat ttttttcctc tctggttttt tcctgctgaa agcactatct caagtccgtc
6181 acatcgcgct gtttcaatcc acccaaaggc gcttgtgcca gaaaggactc cgccaagccc
6241 gaagtttgag cccaggtttc cgcagataac aaatttcctc ggtttcttcc cgcagcttct
6301 ctcggcaact ctctcgcgcg ggtgtaggta gcggctgccg tatgacctga ccttggagtc
6361 ctcacattct agctccacgg ccggcgagct gccggctgat ttgctcactt tctgtctcct
6421 ctgtcatact ctagttcctt acaaactctt cacggaccac ggcggcctca acgagaagcg
6481 caagcagcgg cgcatccgca ccactttcac cagtgcccag ctcaaagagc tggaaagggt
6541 cttcgcggag actcactacc ccgacatcta cactcgggag gagctggccc tgaagatcga
6601 cctcacagag gcgcgagtcc aggtacgcgc gcctggaaac cgaccccgct ccgccgcact
6661 ggtccgggga ggtgtggggt gaggggcggc tggtgaaatt cgaagtcctg gagcctcgag
6721 tgagaaggac ctagggcccc atggccgatc agaaatactg gatttggtgt ggctgtgcgt
6781 tcgagagagg cttagagcgc acgctcttgg cattttattt acagttgcga agtgtttccc
6841 acccgagcag agacatgggg ggccttggga cgtggatgag cgatgcaatt tcggggacag
6901 gaagtgcctg tggtggaagg tgtgcagact ttgctcccgt attataagtt tttccttctc
6961 ccctcccgcc ccccaaaaaa atgcctccta actcaagtgc ttttaacctg gccccatggc
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7021 atataggttc attttcccgg aaactgtgac ttgcatcaga tttgcaaagg gtctgtgact
7081 tcatgaaggt caagaaccat gacttactcc aacctgttaa acacaggtgc gctcacgagt
7141 tggccacagc gcctctctgg gtgagccccc gaccgagaag cggtgcgcac catcgcacgc
7201 tcttccaggc tcaaaggccg gggatgggca gcggagcaaa cccagagagg atcccttttc
7261 cttctaccaa ttagagttta actttagaac ttaggcttag gggtgaatgg cgagctcggg
7321 gcttgctcaa gaagccgact gaacagaggc ccaccaaaat aaggccttcc cttttcgggt
7381 ctttctggga cctgcggctt tttaaactct gccgcaagcc ttcatgtccc tggcgtgctc
7441 actcccccta agaaagtttc tccgaaaatg cacagcaata agaagcggta gacttggtgg
7501 atgtgcgcgc gggggtgatc acagcgcatg gggaggaggg tgttaaaaca agccgaagta
7561 gaacttgggc caccctaacc ggtgcttttc tttcccattt tcttctttct ccccctgctt
7621 caccgtctct ccttccgtct tgggccaggt gtggttccag aaccgccgcg ccaagtttcg
7681 caagcaggag cgcgcagcgg cagccgcagc ggccgcggcc aagaacggct cctcgggcaa
7741 aaagtctgac tcttccaggg acgacgagag caaagaggcc aagagcactg acccggacag
7801 cactgggggc ccaggtccca atcccaaccc cacccccagc tgcggggcga atggaggcgg
7861 cggcggcggg cccagcccgg ctggagctcc gggggcggcg gggcccgggg gcccgggagg
7921 cgaacccggc aagggcggcg cagcagcagc ggcggcggcc gcggcagcgg cggcggcggc
7981 agcggcagcg gcggcagctg gaggcctggc tgcggctggg ggccctggac aaggctgggc
8041 tcccggcccc ggccccatca cctccatccc ggattcgctt gggggtccct tcgccagcgt
8101 cctatcttcg ctccaaagac ccaacggtgc caaagccgcc ttagtgaaga gcagtatgtt
8161 ctgatctgga atcctgcggc ggcggcggcg gcggcgacag cgggcgagcc agggcccggg
8221 cgggcgagtg ggcgagcggg taggcccaag gctattgtcg tcgctgctgc catggctttt
8281 tcattgaggg cctaaagtaa tcgcgctaag aataaaggga aaacggcgtc gccctcattt
8341 caaccccact cctaccccct tcctcaaccc ccaaacaaaa caaacaaact tccctggctt
8401 cgcacctgcc tggggcctcg cagcggggcc agggctccgc ctgctgatcg ggggttgtga
8461 gcagcgcggc ctggacgcgg ggcactctca gggggctgtg tctgcgtgtc agtttgtgtc
8521 tgtctcgggg aatgtgtgtc tgtggcccaa gcaggtgaca ggaagagatg gggggcctca
8581 accaacttag tgacttgttt agaaaaaaaa gacaaaaaag taaaaataaa aacaaaaaag
8641 ttggaaggca gaaaccatta aaaaacaaaa agccaacaac ccagaaaggt ttaaaaaaca
8701 taaggaaaaa aaagacaaat taaaggaggg gctaggggag aagctgcagc tggagctgaa
8761 ggctcgatct tgtgaacccc taaatccgct ccctcctaac agcacggatt ctcttggggc
8821 tcttcttcag ggaagagtag ggacgccgtt ccagcccccc ttcctatcgt gtccttgggt
Die Exone (I – III) des PHOX2B Gens sind durch Umrandung markiert. Die DNA-Sequenz des
Polyalanin–Repeats in Exon III ist schwarz hinterlegt. Die Primer sind zur Orientierung in der
Primerliste (Anhang B) farbig unterlegt.
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Primerliste CCHS
PA
PA-f (und PA-F*) 5´- cca ggt ccc aat ccc aac - 3´
PA-r 5´- gag ccc agc ctt gtc cag - 3´
Exon I
I-f 5´- gac ctc aga caa ggc atc tca - 3´
I-r 5´- aat tac ccc tcc ctg caa tca - 3´
Exon II
II-f 5´- ctg ccg tat gac ctg acc tt - 3´
II-r 5´- aca gcc aca cca aat cca gt - 3´
Exon III – nested PCR
1. Schritt
IIIa-f 5´- cga agt aga act tgg gcc acc - 3´
IIIa-r 5´- ggc agc agc gac aat agc - 3´
2. Schritt
III-f 5´- acc cta acc ggt gct ttt - 3´
III-r 5´- aca ata gcc ttg ggc cta cc - 3´
*fluoreszenzmarkiert
Die Primer sind zur Orientierung im Genom (Anhang A) farbig unterlegt.
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Patient:  
Geschlecht:  
Einsender (Stempel) 
  
Geburtsdatum: 
 
Dr. von Haunersches Kinderspital  
der Universität München 
Arbeitsgruppe PD Dr. Holzinger 
Lindwurmstr. 4 
 
80337 München 
 
 
Hauptsymptome: 
 
 
 
 
 
 
 
Bitte vorhandene Arztbriefe beilegen! 
 
 
 
 
Lungenfehlbildung  bekannt    
Beatmung notwendig    
wenn ja 
 im Schlaf     
 im Wachzustand    
Hypoventilation im Schlaf    
wenn ja 
 mit Erwachen     
 ohne Erwachen    
Hyperkapnien aufgetreten    
wenn ja 
 im Schlaf    
 im Wachzustand    
Hyperkapnietest durchgeführt    
Hyperkapnietest pathologisch    
Tracheostoma    
 
Cardiovaskulär: 
Herzfehler bekannt    
Arrythmien    
Bewustseinsverlust    
plötzliche Gesichtsblässe    
Kopfschmerzen    
Kalte Extremitäten / Akren    
Blutdruckkrisen    
JA NEIN UNKLAR ANMERKUNGEN 
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Gastrointestinaltrakt: 
oral voll ernährbar    
rezidievierendes Erbrechen    
Gastroösophagealer Reflux    
M. Hirschsprung    
wenn ja 
 histologisch gesichert?    
Verstopfung    
Diarrhoe     
Gastrostoma     
Anus präter    
 
Neurologie: 
Intrakranielle Fehlbildungen    
Z. n. Asphyxie    
Z. n. Hirnblutung    
OAE´s ableitbar    
Krämpfe     
verstärkte Tränensekretion    
 
Ophthalmologie: 
Pupillenanomalien    
lichtstarre Pupillen    
Strabismus    
Miosis     
Ptosis     
 
Neoplasien: 
Neuroblastom    
Ganglioneurom    
Ganglioneuroblastom     
Schilddrüsen CA (medullär)    
Phäochromozytom    
Karzinoid     
Erhöhte Katecholamin- 
ausscheidung im Urin    
JA NEIN UNKLAR ANMERKUNGEN 
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Durchgeführte Diagnostik: 
CCT     
MRT Schädel    
Gesamt Carnitin gemessen    
Rektumbiopsie    
weitere Darmbiopsie    
EKG     
Echokardiogramm    
Hyperkapnietest    
Bronchoskopie    
 
Ausschluß neuromuskulärer Erkrankungen 
Elektromyogramm    
Nervenleitgeschwindigkeit normal    
Muskelbiopsie    
 
 
Schwangerschaftsanamnese: 
Frühgeburtlichkeit    
Übertragung    
Silentes CTG    
sonstiges pathologisches CTG    
Asphyxie     
Intubation     
 Zeitpunkt: 
Reanimation    
Apgar Werte               
 
Familienanamnese: 
SIDS     
Abort     
Auftreten der genannten  
Symptome in der Familie    
wenn ja 
 bei den Eltern     
 bei Geschwistern    
 
JA NEIN UNKLAR ANMERKUNGEN 
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Abku¨rzungsverzeichnis
A
A Adenosin
ABS Apnoe–Bradykardie–Syndrom
ALTE Apparent Life–Threatening Event – lebensbedrohliches Ereignis
ANS Autonomes Nervensystem
ATS American Thoracic Society
B
BDNF Brain–derived Neurotrophic Factor
C
C Cytosin
CCHS kongenitales zentrales Hypoventilationssyndrom CCHS
CO2 Kohlenstoffdioxid
CPAP Continuous Positive Airway Pressure
CTG Cardiotokographie
D
DBH Dopamin–b–Hydroxylase (Schlu¨sselenzym der Katecholaminsynthese)
dd bidestiliert
ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphate
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
E
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EKG Elektrokardiogramm
F
FAM (f) Primer Fragmentla¨ngenanalyse fluoreszensmarkiert
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Abku¨rzungsverzeichnis
G
G Guanosin
GDNF Glial cell line–derived Neurotrophic Factor
H
H2O Wasser
HCl Hydrogenchlorid, Chlorwasserstoff (Salzsa¨ure)
I
I-f Primer Exon I forward
I-r Primer Exon I reward
II-f Primer Exon II forward
II-r Primer Exon II reward
III-f Primer Exon III forward
III-r Primer Exon III reward
IIIa-f Primer Exon IIIa forward
IIIa-r Primer Exon IIIa reward
K
kb Kilobasen
L
LO–CCHS Late–Onset congenital central Hypoventilation Syndrome
M
ml Mikroliter = 10-6 l
M molar
ml Milliliter
mM millimolar
mmHg Millimeter Quecksilbersa¨ule (Druckangabe) 1 mmHg = 133 Pascal
MRT Magnetresonanztomographie
N
ng Nanogramm
nm Nanometer = 10-9 m
NTP Nukleosidtriphosphat
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O
OD Optische Dichte; Maß fu¨r die Abschwa¨chung einer Strahlung nach Durchqueren eines
Mediums
P
PA Polyalaninrepeat
PA-f Primer Polyalaninrepeat forward
PA-r Primer Polyalaninrepeat reward
pCO2 Kohlenstoffdioxid Partialdruck
PCR Polymerase Chain Reaktion (Polymerase Kettenreaktion)
PET Positronen–Emissions–Tomographie
PHOX2B Paired–like homeobox gene
pO2 Sauerstoffpartialdruck
Q
QC–Puffer Puffer zur Gelextraktion (Qiagen)
R
R–R Abstand Abstand zwischen zwei R–Zacken (Ausdruck der elektrischen Herzkammererregung)
im Elektrokardiogramm
REM rapid eye movement – aktive Schlafphase, Traumphase
RNx Transkriptionsfaktor
S
SDS engl.: Sodium Dodecyl Sulfate
SIDS Sudden Infant Death Syndrome – plo¨tzlicher Sa¨uglingstod
T
T Thymin
TBE Tris Borat EDTA
U
U/min Umdrehungen pro Minute
UKG Ultraschallkardiogramm
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